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Die Spaltung und Synthese der Ester durch Lipase 
der Milchdriisen und der Milch. 
Von 
Artturi I. Virtanen. 


Mit 1 Kurve im Text. 





(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, Februar 1924.) 


Aus der physiologischen Tatigkeit der Milchdriisen ist zu 
schlieBen, da diese Driisen sehr reich an verschiedenen Enzymen 
sind. Besonders sollte die synthetisierende Einwirkung der 
Enzyme in den Milchdriisen sehr kriftig hervortreten, denn 
die wichtigsten Bestandteile: Kasein, Milchzucker und Milchfett 
kommen in dem Tierkérper, Milchdriisen ausgenommen, nirgends 
vor. Folglich miissen diese Substanzen in Milchdriisen aus 
den in den zugefiihrten Kérpersaiften vorkommenden Rohstoffen 
gebildet werden. 

Unsere Kenntnis iiber die Enzyme in den Milchdriisen 
ist minimal. Die einzige Untersuchung iiber diese Frage 
rihrt von Grimmer?) her, der qualitativ das Vorkommen 
verschiedenster Knzyme in den genannten Driisen konstatiert 
hat. Beziiglich der Lipase in Milchdriisen hat Grimmer 
gezeigt, daB der PreBsaft der Driisen von verschiedenen Tieren 
Monobutyrin zu spalten vermag. 

In der Hoffnung, daB die lipolytische Wirksamkeit der 
Milchdriisen sehr kriftig ist, habe ich die Spaltung und Syn- 
these der Ester durch den PreBsaft und Glycerinextrakt der 





1) Biochem. Zs. Bd. 53, S. 429 (1918). 
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2 Artturi I. Virtanen, 


Milchdriisen vom Rind in Untersuchung genommen. Es zeigte | 
sich jedoch bald, wie aus den untenstehenden Bestimmungen | _ 
hervorgeht, daB die lipolytischen Eigenschaften der genannten | — 
Driisen sehr schwach sind. Triglyceride -- das Milchfett —~ 7 
werden kaum gespalten, Athylbutyrat etwas leichter. Der | 
minimale Lipasegehalt der Milchdriise, der wenigstens zum 
groBen Teil auf das in Driisen befindliche Blut zuriickzufiihren 4 
ist, macht die Fettsynthese in diesem Organ sehr unwahr- | 
scheinlich. Dagegen steht er im Einklang mit der neuesten | 
Auffassung iiber die Fettbildung in Milchdriisen. Nach den | 
amerikanischen Forschern Meigs, Blatherwick und Cary} y 
ist nimlich die Muttersubstanz des Milchfettes nicht das im} 
Blut vorkommende Fett, sondern das Lecithin, welches ver- > 
schiedene Fettsiureester schon fertig an Glycerin gebunden f 


enthilt. 


hang mit demjenigen der Michdriisen. Uber die Lipase der 
Milch gibt es schon eine Menge einander widersprechende 
Untersuchungen. Ich will hier nur die neuesten Untersuchungen 


von Palmer”), Rice und Markley*) nennen, in welchen auch ; 


die Literatur zu finden ist. Wenn der erstgenannte Autor 
keine Lipase in Milch gefunden hat, haben die letztgenannten 
bedeutende lipolytische Wirksamkeit in Milch konstatiert. 
Uber die Ursachen der nicht miteinander iibereinstimmenden 
Resultate von verschiedenen Autoren in dieser Frage, sowie 
iiber unsere Versuchsresultate wird am Ende dieser Arbeit 
berichtet. 


Die Spaltung der Ester durch Lipase der Milchdrisen. 


Die Spaltung der Ester durch Lipase aus verschiedenen 
Organen ist manchmal untersucht worden, jedoch nur in wenigen 
Arbeiten bei konstantem py.*) Neulich haben Willstatter 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 37, S. 1 (1919). 

*) Jl. of Dairy Science Bd. 5, S. 51 (1922). 

8) Jl. of Dairy Science Bd. 5, S. 64 (1922). 

*) Vel. Euler, Chemie der Enzyme. 2. Teil. 1922. 








Der Lipasegehalt der Milch steht im engsten Zusammen- 
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und Mitarbeiter!) mit Pankreaslipase und Knaffl-Lenz?) in 
diesem Laboratorium mit Leberlipase auch bei konstant ge- 
haltenem py gearbeitet. Der letztgenannte hat dabei die 
Reaktionskinetik bei Esterspaltung verfolgt. Bei seinen Be- 
stimmungen bei konstant gehaltener alkalischer Reaktion zeigten 
die Reaktionskoeffizienten erster Ordnung einen stetigen An- 


stieg — der Quotient war konstant — bei konstanter saurer 


Reaktion waren die Koeffizienten dagegen konstant. 

Die untenstehenden Bestimmungen mit Milchdriisenli- 
pasen sind zum groBen Teil bei konstant gehaltener Aciditat 
bestimmt. Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, verliuft die 
Spaltung des Athylbutyrats durch die genannte Lipase sowohl 
bei alkalischer als saurer Reaktion nach der iiblichen Gleichung 


fir die monomolekulare Reaktion: 4 = - log —* ot 


Als Untersuchungsmaterial wurde die lactierende Milch- 
driise vom Rind angewandt. Ganz frische, vom Fett und 
Bindegewebe, sowie sichtbaren BlutgefiBen befreite Milchdriise 
wurde in der Fleischmiithle in einen Brei verwandelt. Aus 
einem Teil davon wurde PreBsaft hergestellt, der gréBte Teil 
(3,7 kg) wurde mit Glycerin (5 kg) versetzt. Der von Driisen- 
teilchen befreite Glycerinextrakt wurde als solcher bei den 
Versuchen angewandt. Da die Vorversuche gezeigt hatten, daB 
der Glycerinextrakt mehr aktiv als der PreBsaft war, kam er 
ausschlieBlich bei Versuchen in Anwendung. Die Extraktion 
des Enzyms mit Glycerin ging ziemlich langsam, wie aus der 
Tabelle 2 hervorgeht. Der Wassergehalt des Glycerinextraktes 
war etwa 35°/,. 

Die lipolytische Wirksamkeit des Glycerinextraktes wurde 
sowohl an Athylbutyrat als an Milchfett untersucht. Der 
gréBte Teil von den Bestimmungen wurde bei konstantem py 
bei 40° ausgefiihrt. Dabei wurde folgende Versuchsanordnung 
angewandt. 

Zylindrische Hartglasréhren von 200 ccm Inhalt, iiber 


1) Diese Zs. Bd. 125, 8, 93 u. 132 (1928). 
*) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 97, 8S. 242 (1928). 





1* 
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welchen Mikrobiiretten (Teilung 0,1 ccm) angebracht waren, 
wurden in elektrisch geheizten Wasserthermostaten gehalten 
Behufs Durchmischung der Versuchslésungen befanden sich 
Glasspiralen in den Rohren, die mit Hilfe eines Seidenfadens 
auf und ab gezogen werden konnten. Die Versuchslisungen 
mit dem Ester (mit Capillarpipette gemessen) und den Indica. 
toren versetzt — Phenolphthalein und Brom—Kresol—Purpur 
kamen in Anwendung —, wurden, nach Verschwinden der Farbe 
des Indicators, mit carbonatfreier Natronlauge titriert. Da die 
Spaltung sehr schwach war und jede Versuchsserie mehrere 
Tage dauerte, konnte man zwar nicht immer sofort nach Ent- 
firbung der Lésung Titrationen ausfiihren. Durch die kleine 
Siurebildung wurde die Wasserstoffionenkonzentration wahrend 
einigen Stunden jedoch nicht viel veriindert. Die Natronlauge 
war, wenn nicht anderes erwihnt ist, 0,1875 n. 





Tabelle 1. 


50 cem Glycerinextrakt + 50 cem Wasser + 1 cem 2°/, Phenolphthalein. 
Die Lésung mit 2n-NaOH bis deutliche Rotfiirbung titriert. p,, = 8,7. 





es " 0,50 cem Athyl- 
0,25 eem Athylbutyrat 0,50 eem Athylbutyrat | butyrat, bis 95° 


erhitzter Extrakt 
dove x . log —" Any x : —— ae x 
Min. t Sq — az] Min. t S. — 
300 | 1,33! 0,000205 90 | 0,6 | 0,000141 _ 
480 | 233] 0,000210 990 | 4,32] 0,000105 - 
1280 | 4,67/ 0,000195 | 1110] 5,30! 0,000119 05 


1740 | 5,67} 0,000205 | 1440] 6,31| 0,000113 se 
2820 | 6,70} 0,000168 | 2420] 8,67] 0,000100 “es 
3180 | 7,67) 0,000194 | 2710] 9,65/ 0,000104 1,0 
4260 | 8,65/ 0,000198 | 3870 | 11,70! 0,000097 sie 
5640 | 9,63] 0,000234 | 4290 | 12,68) 0,000100 ae 
o | 10,11 _ 5430 | 14,63] 0,000 103 ws 
6750 | 15,71; 0,000097 _ 
$190 | 17,28] 0,000 102 _ 
co | 20,22 i 




















Die Konstanz der Reaktionskoeffizienten erster Ordnung 
ist in obigen Versuchen auffallend. Bei Variation der Ester- 
konzentration ist aber & nicht von der Substanzkonzentration 
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4 unabhingig, sondern umgekehrt proportional dieser, so daB 


k-a annihernd konstant ist. 

Um eine Vorstellung iiber das lipolytische Vermégen des 
Glycerinextraktes der Milchdriise zu erhalten, sei hier zum 
Vergleich erwihnt, daB Knaffl-Lenz mit 1 ccm Glycerin- 
extrakt von Rindleber in 100 ccm 0,045 n-Athylbutyratlésung 


bei pa = 8,72 und ¢ = 30° den Quotient 5 zu etwa 4,5 bestimmt 


hat; derselbe war also etwa 60mal hoéher als der bei unserem 
Versuche mit 50 ccm Glycerinextrakt und bei 40° ermittelte, 
wo die Esterspaltung viel schneller verliuft als bei 30° Die 
Milchdriise ist also sehr arm an Lipasen. 
Aus folgender Tabelle geht die Kinwirkung der Extraktions- 
dauer auf den Lipasegehalt des Glycerinextraktes hervor. 
Tabelle 2. 


50 cem Glycerinextrakt + 50 cem Wasser + 1 ccm 2°/, Phenolphthalein 
+ 0,25 cem Athylbutyrat. p,, = 8,7. Der Glycerinextrakt ist hergestellt 
in Nr. 1 durch Ttiigige, in Nr.2 durch 42tiigige, in Nr. 3 durch 70tagige 














Extraktion. 
| Nr. 1 Nr. 2 | Nr. 3 
Is | 0,00003 | 0,000 18 | 0,000 21 


Wihrend der ersten Woche ist die Extraktion sehr minimal 
gewesen. Bei allen Bestimmungen in dieser Arbeit kam der 
Extrakt erst nach 60—80 Tagen in Anwendung. Die lipo- 
lytische Wirksamkeit desselben war dann ziemlich konstant, 
wie aus obiger T'abelle hervorgeht. 


Tabelle 3. 


50 cem Glycerinextrakt + 50 cem Wasser + 2 cem 0,04°/, Brom-Kresol- 
Purpur + 0,25 cem Athylbutyrat. p, = 6,45. 

















: . 1 a 

¢ in Min. x = log ar 
1410 2,71 0,000097 
1830 3,43 0,000 098 
3360 5,43 0,0000100 
4800 6,76 0,000 0100 
7680 8,61 0,0000108 

a0 10,11 <i 
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Auch bei konstant gehaltener saurer Reaktion ist die 
Konstanz der Reaktionskoeffizienten erster Ordnung ziemlich gut. 

Bei einem Versuche bei py = 5,0 wurde keine Spaltung 
des Athylbutyrats mit Glycerinextrakt gefunden. 





Tabelle 4. 
50 cem Glycerinextrakt +50 ccm Wasser + 1,0 ccm Athylbutyrat +1 ccm 
Phenolphthalin. p,, = 8,7. Von Zeit’ zu Zeit wurden aus der Lésung 


10 cem herauspipettiert und titriert. p,, der Versuchslésung wurde also 
nicht konstant gehalten. 











Zeit in Tagen 10 ccm angewendete 0,0624 n-NaOQH Pu 
0 0 ecm 8,70 
1 im 6,85 
3 24 6,10 
8 4,0 ,, 5,50 
11 ‘A . 5,24 
14 44 ,, 5,24 











Die Esterspaltung wird mit zunehmender Aciditat lang- 
samer und langsamer und kommt bei etwa py = 5 zum Still- 
stand. Dieses beruht nicht darauf, daB die Lipase bei dieser 
Aciditat zerstért wird’), denn auch bei py = 4,62 ist keine 
Zerstérung des Enzyms zn beobachten, wie aus folgendem 
Versuche hervorgeht. 

Tabelle 5. 
50 ecm Glycerinextrakt +50 ccm Wasser mit HCl bis p,, = 4,62 versetzt, 
wurden bei 40° 18 Stunden gehalten. Dann wurde 1 cem Phenolphthalein 


und 0,25 cem Athylbutyrat zugesetzt und die Lésung mit NaOH bis 
Py = 8,7 titriert. Die Spaltung des Esters wurde dann bei diesem p,, 











verfolgt. 
Zeit in Min ‘ Bhi cil 
, : t 8 a—az 
200 1,00 0,000 23 
875 1,85 0,000 23 
1440 4,83 0,000 20 
wo 10,11 (theor.) hiss 








') Knaffl-Lenz hat mit dem Glycerinextrakt von Rindleber keine 
Esterspaltung unter p,;, = 5,2 gefunden und schlieBt daraus, daB die 
Lipase bei dieser Aciditiit inaktiviert wird. 
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Das 18stiindige Stehen bei saurer Reaktion hat also die 
Lipase nicht in geringster Menge zerstért. Die Ursache fiir 


| die Beendigung der Esterspaltung bei saurer Reaktion ist 
_ darum wahrscheinlich in der Verminderung der Affinitait des 
M Enzyms zum Kster bei fallendem py zu suchen. Wie aus 
7 den spiiter in dieser Arbeit erwihnten Versuchen hervorgeht, 
a wird die Kstersynthese mit dem Glycerinextrakt bei héherer 
| Aciditiit merkbar, ein Zeugnis dafiir, daB hier die Affinitat 
_ der Lipase zu den Spaltungsprodukten des Esters schon gréBer 


ist als zum KHster. 

Nach Willstitter und Mitarbeiter!) hat die Wasserstoff- 
ionen-Konzentration bei der Esterspaltung durch Lipase Ein- 
wirkung hauptsiichlich auf die Begleitstoffe, so da& die Hemmung 
auf saurer Reaktion der Hemmungskoérper zuriickzufiihren ist. 
Die synthetische Wirkung der Lipase bei hoéherer Aciditit 
scheint jedoch dafiir zu sprechen, da8 py auch direkt auf die 
Affinitat der Lipase einwirkt. 


Aus den Tabellen 1, 3 und 4 finden wir. fiir Milchdriisen- 
lipase folgende py-Kurve fir Spaltungen (Figur). Die Be- 
stimmungen auf alkalischer Seite — p, iiber 8,7 — wurden 


va 


10 Law 
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Relative Wirksamkeit 
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1) Willstitter, Waldschmidt-Leitz und Memmen, Diese Zs, 
Bd, 125, S. 97 (1923). 
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nicht ausgefiihrt, da die Spaltung des Athylbutyrats dann auch : 


ohne Lipase sehr bedeutend wird. 

Unsere Aktivitiitskurve stimmt gut mit der p,,-Kurve der 
Serumlipase nach Rona und Bien.!) Diese Ubereinstimmung 
im Zusammenhang mit dem geringen Lipasegehalt der Milch. 
driisen macht es wahrscheinlich, daB beide Lipasen identisch 
sind und daB der Lipasegehalt der Milchdriisen, wenigstens 
zum Teil auf ihren Blutgehalt zuriickzufihren ist. Ks _ ist 
nimlich so gut wie unmdglich, ein so stark durchblutetes 
Organ, wie die Milchdriise vorstellt, vollkommen blutfrei zu 


erhalten. 
Tabelle 6. 


50 ecm Glycerinextrakt + 50 cem gekochter Rahm mit ca, 15°/, Fett 
+ 1ccem Phenolphthalein. p,, = 8,8. 





Angewendete Menge 
0,0624 n-NaOH 


Zeit in Tagen 


3,0 com 


3 
7 6,0 
1§ 


” 


bo 





8,0 ,, 





Die Spaltung des Milchfettes durch unseren Glycerin- 
extrakt ist also sehr gering. 


Die Synthese der Ester durch Milchdrisenlipase. 


Die enzymatischen Synthesen, welche biologisch das 
héchste Interesse haben, sind im Vergleich zu Spaltungen 
noch sehr wenig untersucht worden. Die meisten Beobach- 
tungen sind qualitativ und die Kinwirkung der verschiedenen 
Faktoren, wie z. B. der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Synthese, ist niemals untersucht worden. Betreffend der 
Esterbildung ist diese qualitativ sowohl mit Pflanzen- als mit 
Tierlipasen konstatiert worden. Hier seien die Untersuchungen 
von Kastle und Loevenhart*), Hanriot*), Pottevin%, 





1) Biochem. Zs. Bd. 59, S. 108 (1914). 

*) Am. Chem. Journ. Bd. 24, S. 491 (1900). 

5) Compt. rend. Soc. de Biol. Bd. 132, 8S. 212 (1901). 
4) Compt. rend. Soc. de Biol. Bd. 136, S. 767 u. 1152 (1908). 
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z Welter‘) und Bodenstein und Dietz?) erwihnt. Die letzt- 
; genannten haben auch die Geschwindigkeit der Ksterbildung 
und Verseifung, sowie das von beiden Seiten erreichbare 
- Gleichgewicht bestimmt. 


Unter der Voraussetzung, da die enzymatischen Re- 
aktionen reversibel sind, daB also die spaltenden Enzyme 


' auch entsprechende Synthesen ausfiihren kénnen, mu8 man 


annehmen, daB die Richtung der Reaktion durch hesondere 
Faktoren bestimmt wird. Da die Wasserstoffionenkonzentration 
bekanntlich eine sehr grofe EKinwirkung auf die enzymatischen 
Reaktionen hat, ist es anzunehmen, da sie auch wenigstens 
zum Teil die Richtung der Reaktion bestimmt. Beziiglich der 
Lipase, die ihr Spaltungsoptimum auf der alkalischen Seite 
hat, kann man die Spaltung und Synthese folgenderweise 
erklaren. 

Die Affinitit der Lipase zu dem Ester hat ihr Maximum 
bei alkalischer Reaktion, wodurch die Spaltung hier ihr Opti- 
mum hat. Wird die gebildete Saiure nicht neutralisiert, so 
wichst die Aciditit der Lésung und die Geschwindigkeit der 
Spaltung wird immer kleiner, um bei geniigender Aciditat 
nicht mehr merkbar zu sein (Aktivitiitskurve der Lipase). Die 
Hemmung der Spaltung ist eine Folge der Affinitiitsverminde- 
rung der Lipase an Ester. Bei zunehmender Aciditait wird 
die Affinitit der Lipase zu den Spaltungsprodukten des Esters 
vergréBert und bei geniigender Aciditit beginnt die Synthese.%) 

Mit dem Glycerinextrakt der Milchdriise habe ich die 
Richtigkeit des Obengesagten zu bestimmen versucht, obwohl 
unser Knzymmaterial seiner geringen Aktivitait wegen fiir diese 
Zwecke wenig geeignet ist. Die Versuchsresultate scheinen auf 


jeden Fall fiir unsere Hypothese zu sprechen. 


Alle Versuche wurden bei 37° ausgefiihrt. Vor dem Ti- 
trieren wurden die geschlossenen Kolben zuerst in kaltem 





1) Zs. f. angew. Chem. Bd. 24, S. 385 (1911). 

*) Diese Zs. Bd. 54, S. 279 (1907); Zs. f. Elektrochem. Bd. 12, S. 605 
(1906). 

‘) Vel. auch Euler u. Josephson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 
Bd. 9, Nr. 7, S. 3 (1924). 
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Wasser abgekiihlt, um das Abdunsten des Esters zu vermeiden. 
Beim Herauspipettieren der Probe war die Temperatur der 
Versuchslésungen stets dieselbe. Die p,,-Bestimmungen wurden 
elektrometrisch ausgefiihrt. Die p,,-Werte kénnen dadurch 
etwas verschoben sein, daB die Lisungen etwa 60°/, Glycerin 


enthielten. 
Tabelle 7. 


Nr.1. 4,0 ccm n-Buttersiiure + 50 cem Glycerinextrakt + 2,5 cem 
Athylalkohol + 1,8 cem Wasser. p,, = 3,77. 

Nr. 2. Dieselbe Versuchslésung, der Glycerinextrakt jedoch bis 
95° erhitzt. 

Nr. 3. 4,0 ecm n-Buttersiiure + 50 cem Glycerinextrakt + 1,8 cem 
Wasser. 

Nr. 4. 20 cem n-Buttersiure + 50 cem Glycerinextrakt + 1,25 eem 
Athylalkohol + 1,8 cem Wasser. py = 3,87. 

Nr. 5. 4,0 cem n-Buttersiiure + 50 cem Glycerinextrakt 4- 1,8 cem 
NaQH-Lésung, entsprechend genau 2 ccm Buttersiiure + 1,25 cem Athyl- 
alkohol. p,,; = 4,91. 

Nr. 6. 8,0 ccm n-Buttersiiure + 3 cem NaOH-Lésung, entsprechend 
6 cem Buttersiiure + 50 cem Glycerinextrakt + 1,25 ceem Athylalkohol. 
Py = 9,75. 

Die Zahlen in der Tabelle bedeuten die angewendete Menge 
0,0830 n-NaOH per 10 ecm Lésung. 























Tag roa Nr. 1 Nr, 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 Nr. 6 
0 95,10 94,80 95,30 43,00 42,35 42,45 
3 92,95 a 95,25 | 42.20 42,40 | 4245 
6 91,50 pes 95,15 | 41,95 42,40 | 42,45 
9 90,95 | 94,90 95,10 | 41,50 42.40 | 42,45 


In den Versuchen 1 und 4, wo p, der Loésungen 3,77 
und 3,87 war, ist also eine bedeutende Verminderung der 
Siiuremenge zu beobachten. Starker Geruch nach Athylbutyrat 
zeigte, daB die Verminderung sicher eine Folge der Synthese ist. 

Der entsprechende Versuch (Nr. 2) mit erhitztem Glycerin- 
extrakt zeigt, daB die Synthese nicht ohne Lipase geht. 

In den Versuchen 5 und 6, wo die Menge der freien 
Buttersiure praktisch dieselbe ist, wie im Versuche 4, wihrend 
die Aciditat der Lisung wegen des zugesetzten Na-Butyrats 
bedeutend kleiner ist, wurde keine Veresterung beobachtet. 
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'Spaltung und Synthese der Ester durch Lipase der Milchdriisen. |] 


Aus dem Versuch 3 geht hervor, daB die Buttersiure 


z nicht oder unbedeutend mit Glycerin verestert wird. 


Um eine bessere Uhbersicht von den obigen Versuchs- 


' yesultaten zu erhalten, ist in folgender Tabelle die Verminde- 
rung der Siuremengen bei verschiedenen p, in Prozenten 








- eingefiithrt. 
Tabelle 8. 

Zeit Py = 3,77 

in Pp = 3577 | Py = 3,87 | Py = 4591 | py = 5,75 erhitzter 
Tagen Glycerinextrakt 

0) 0,00°/, 0,00°/, 0,00°/,, 0,00°/, 0,00°/, 
3 2,23 1,86 0,00 0,00 0,00 
6 3,79 2,44 0,00 0,00 0,00 
9 4,36 3,49 0,00 0,00 0,00 

















Meine Versuche machen also die Kinwirkung der Wasser- 


stoffionenkonzentration auf die Richtung der Reaktion mit 
| Lipase sehr wahrscheinlich. Die von verschiedenen Autoren 
_ gefundenen Aktivitatskurven der Lipasen gelten nur fir Spal- 
' tungen. Bei héherer Aciditiit scheinen die Lipasen auch wirk- 
_ sam zu sein, obwohl sie dann synthetisch einwirken. 


Lipase in der Kuhmilch. 


Wie schon in der Einleitung dieser Arbeit gesagt ist, gibt 
es viele miteinander nicht iibereinstimmende Untersuchungen 
iiber den Lipasegehalt der Milch. Die Schwierigkeit bei der 


) Bestimmung der Lipase in der Milch besteht darin, daB die 


Milch eine auBerordentlich geeignete Nihrlésung fiir Mikro- 
organismen ist, so daB die véllige Unterdriickung der Bakterien, 
die notwendig ist, um die Siurebildung aus Milchzucker zu 
verhindern, sehr kriftig wirkende Antiseptica erfordert. Lipasen 
scheinen nun durch manche Antiseptica inaktiviert zu werden — 
nach meinen Bestimmungen verschwindet z. B. die lipolytische 
Wirksamkeit des Glycerinextraktes der Milchdriise durch Phenol 
und Formalin vollstindig —, wodurch die negativen Resultate 
bei Anwendung von Formalin usw. als Antisepticum gut zu 
verstehen sind. 
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Nachdem die Vorversuche gezeigt hatten, daB Toluol das f- 
Bakteriumwachstum in Milch vollstandig nicht verhindern kann, — 
kam bei meinen Bestimmungen Glycerin in solcher Konzentration 
in Anwendung, daB kein Bakterienwachstum miglich ist. Bei § 


solcher Versuchsanordnung zeigte die Kuhmilch eine schwache § 


aber deutliche lipolytische Wirksamkeit besonders fiir Athy]. § 
butyrat. Die Spaltung des Milchfettes war dagegen minimal. § 
Da die angewendete Milch sehr bakterienarm war und die — 
Pq-Kurve der Milchlipase fiir Spaltung dieselbe zu sein scheint § 
wie fiir Milchdriisenlipase, ist es sicher, daB die Milchlipase 
aus Milchdriisen herstammt und also ein urspriingliches Knzym 
in der Milch ist. 

Alle Versuche wurden bei konstantem p, ausgefiihrt und 
war die Versuchsanordnung dieselbe wie bei den Bestimmungen 


mit Milchdriisenlipase. Die angewendete Natronlauge war 
hier 0,0624 n. 


Tabelle 9. 


50 cem Vollmilch + 50 cem Glycerin + 0,25 ecm Athylbutyrat 
+ 1 ccm Phenolphthalein + NaOH bis p, = 8,8. 















t in Minuten 





270 4,2 0,00024 


615 9,3 0,00026 
900 11,8 0,00024 















Die Geschwindigkeit der Spaltung des Athylbutyrats in 
der Milch ist also von derselben GréBenordnung wie in dem 
Glycerinextrakt der Milchdriisen. DaB die Versuchslésung 
auBer Athylbutyrat auch Milchfett enthilt, hat keine nennens- 
werte Kinwirkung auf die Spaltung, denn das Milchfett wird, 
wie aus untenstehenden Versuchen hervorgeht, nur AuBerst 
langsam gespalten. 

Bei py = 5,2 wurde keine Spaltung des Athylbutyrats in 
der Milch gefunden. 
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Tabelle 10. 


50 ecm Vollmilch + 50 cem Glycerin + 1 cem Phenolphthalein 
+ NaOH bis py = 8,8. 














ie Angewendete Menge 
Sait tee Sag 0,0624 n-NaOH 
2 2,2 ccm 
3 82 ,, 
5 4,1 4, 





Tabelle 11. 


50 eem Rahm mit etwa 20°/, Fett + 50 cem Glycerin + 1 cem 
Phenolphthalein + NaOH bis py = 8,8. 








esa Angewendete Menge 
Zeit in Tagen 0,0624 n-NaOH 











1,2 cem 
a9 x 





Die Spaltung des Fettes in Rahm ist also kleiner als in 
Vollmilch. Die Lipase kann folglich nicht am Fett adsorbiert, 
sondern im Milchserum in Milch vorkommen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Milchdriise vom Rind scheint sehr arm an Lipase 
zu sein. Mit dem Glycerinextrakt der genannten Driise wurde 
jedoch sowohl eine Spaltung wie auch Synthese des Athylbuty- 
rats konstatiert. Die Spaltung des Milchfettes war sehr schwach. 

2. Die Spaltung des Athylbutyrats verliuft bei konstantem 


Py Sowohl auf alkalischer als saurer Seite nach der mono- 
a 


a-Zz 


3. Bei und unter p, = 5 wurde keine Spaltung des Athyl- 
butyrats mehr gefunden. Dagegen wurde eine bedeutende 
enzymatische Synthese unter p, = 4 konstatiert. Es scheint, 
daB die Wasserstoffionenkonzentration eine entscheidende Be- 
deutung auf die Richtung der enzymatischen Reaktion hat. 

4. Die Kuhmilch hat auch das Vermégen, Ester zu 
spalten. Die Lipase in der Milch ist ein der Milch selbst 
eigenes Knzym. 





molekularen Reaktionsformel k = = log 
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Studien tiber das Vitaminproblem. 
(III. Mitteilung.’) 


Weitere Untersuchungen iiber den Einflu8 der Vitaminzufuhr 
auf Gasstoffwechsel, Gewicht und Lebensdauer vitaminfrei er-. 
nahrter weiBer Mause. 

Von 
Franz Groebbels. 


Mit 5 Kurven im Text. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Hamburg, Allgemeines Krankenhaus 
Hamburg-Eppendorf. Vorstand: Professor Kestner.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Marz 1924.) 


In einer II. Mitteilung?) habe ich iiber die Wirkung des 
Hafers und der Hefe auf Sauerstoffverbrauch, Gewicht und 
Lebensdauer weiBer Miuse im I. und II. Stadium der 
Avitaminose berichtet. Aus den Befunden ergab sich die 
Moéglichkeit einer Speicherung der Vitamine und die Forderung, 
die Wirkung anderer Nahrungsmittel und ihrer Vitaminfaktoren 
im Rahmen derselben Versuchsanordnung zu priifen. In vor- 
liegender Arbeit soll auf Grund der Befunde an weiteren 36 
weiBen Miusen iiber den EinfluB der alleinigen oder kom- 
binierten Darreichung solcher Nahrungsstoffe berichtet werden, 
welche nach heutiger Anschauung die Vitaminfaktoren A, B 
und C€ allein oder vorwiegend enthalten. Fiir den Faktor A 
wurde Butter, fir den Faktor C Citronensaft, fiir den Faktor B 


1) Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits vorliufig in der 
Klin. Wochenschr. 1923, Nr. 43 mitgeteilt. 
*) Groebbels, Diese Zs, Bd. 131, S. 214 (1923). 
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wiederum Hefe gewihlt. Als Nahrung, welche alle 3 Faktoren 
enthilt, wurde Hafer und frische Milch gereicht. AuSerdem 
wurde der EinfluB von Kakao untersucht. 


Versuchsreihe I. 


Maus Nr. 80—89, Kurve 1. Tab.I und Il. Es wurde 
zuniichst an 10 Miiusen der EinfluB der Butter im I. und II. Sta- 


abs.0,Verbrauch 
inccm.red pro St. 
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— a vitaminfreies Reismehl ' 
++ +e ++ vitaminfreies Reismehl mit Butter 


Kurve 1. 


dium der Avitaminose untersucht. Die Darreichung geschah 
in zweierlei Weise. Kinmal wurde die im Kisschrank auf- 
bewahrte Butter dem vitaminfreien Reismehl beigemengt. In 
anderen Versuchen wurden aus Reismehl, Butter und Salz- 
mischung bei 80° Kuchen gebacken und diese zerrieben dar- 
gereicht. Der Effekt war in beiden Fallen der gleiche. Der 
Zusatz von Butter hatte auf den Verbrauch im I. und 
II. Avitaminosestadium keinen EinfluB, die Gewichtsabnahme 
der bei Butterreismehl verendeten Tiere entsprach derjenigen 
bei Reismehl allein. Die Lebensdauer war in keinem Falle 
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verlingert, im Gegenteil, bei einigen Miausen verkiirzt, was 
zweifellos auf eine verminderte quantitative Aufnahme der ge. 
reichten Nahrung zuriickzufiihren ist. 

















Tabelle I. 
Gewicht in g 

Maus | Gewicht in g der an Avita- Abnahme Lebens- 

Nr. | vor dem Versuch minose ver- um °/, dauer in 

| endeten Maus Tagen 
80 11,2 8,1 28 15 
81 11,35 8,55 25 12 
82 11,9 8,15 32 14 
83 12,35 9,5 24 15 
84 12,6 8,95 29 14 
85 12,8 9,25 28 12 
86 12,85 8,3 36 10 
87 13,3 10,5 30 16 
88 14,25 11,45 20 11 
89 15,35 12,45 21 18 
90 11,2 6,75 40 19 
91 12,65 8,0 36,6 24 
92 14,05 9,3 34 15 
93 14,3 7,2 50 17 
94 15,2 9,55 37,2 22 
95 15,4 12,65 18 15 
96 16,25 10,4 36 24 
97 17,15 14 20 29 
98 11,65 9.5 19 16 
99 11,7 9,55 19 16 
100 13,1 10,3 22 16 
101 13,75 11,35 18 15 
102 14 11,3 20 17 
103 14,3 12,05 16 17 
104 19,15 13,35 31 12 














Versuchsreihe II. 
Maus Nr. 90—97. Kurve 2. Tab. I und Il. An wei- 
teren 8 Miusen wurde der EinfluB frischen Citronensaftes unter- 
sucht. Der Verbrauch im I. und II. Stadium der Avitaminose 











Studien iiber das Vitaminproblem. 17 


inderte sich durch Citronensaftzusatz zum vitaminfreien Reis- 


mehl und zum Trinkwasser nicht. Hingegen verlingerte der 


Gitronensaft die Lebensdauer der Tiere im Mittel etwas, die 
(tewichtsabnahme der im Versuch verendeten Tiere war etwas 
srdBer als bei Reismehl allein. 
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Hafer Maus N° 94 


— ——-— vitamintreies Reismeh! 
—s—e — vilamintreies Reismehl mit Zitronensatt 











Kurve 2. 


Versuchsreihe III. 


Maus Nr. 98—104. Tab. I und Il. An weiteren 7 Mausen 
habe ich den Kinflu8 von Kakao untersucht. Es wurden zu 
diesem Zwecke die Tiere mit Reismehlkuchen gefiittert, denen 
beim Backen Reichardts Kakaopulver zugesetzt worden war. 
Weder im I. noch im II. Stadium der Avitaminose war irgend- 
ein KinfluB auf die typische Verbrauchskurve zu beobachten. 
Die Lebensdauer war nicht geandert. Dagegen war die Ge- 
wichtsabnahme dieser Versuchstiere, durchschnittlich auf das 
im Versuch verendete Tier berechnet, etwas geringer als bei 
Reismehl allein. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVII. 
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Tabelle II. 














Mittelwert der 
Zahl | sewichts’ | Mittelwert der 
Art der Ernihrung der rag call Lebensdauer 
Versuche | #2 “vitaminose in Tagen 
verendeten , 
Miiuse in °/, 
vitaminfreies Reismehl . . 10 28,4 15"), 
vitaminfreies Reismeh] mit 
Zusatz von Butter. . . 10 27,3 13°/, 
vitaminfreies Reismehl mit 
Zusatz yon Citronensaft 8 34 19'/, 
vitaminfreies Reismehi mit 
Zusatz yon Kakao. 7 20,7 15"), 
absolutes Hungern nach 
vorausgehender Hafer- 
fitterung .....-. 4 24 8 











Versuchsreihe LV. 


Maus Nr. 105—115. Kurve 8, 4 und 5. Nach Fest- 
stellung der isolierten Wirkung der Butter, der Hefe und des 
Citronensaftes, d.h. solcher Nahrungsstoffe, welche die Fak- 
toren A, B und C allein oder vorwiegend enthalten, galt es 
weiterhin, diese Faktoren im Sinne eines Nach- und Neben- 
einander bei der Darreichung zu kombinieren und den Effekt 
festzustellen. Als erste Frage legte ich mir vor, ob die 
Wirkung der Hefe im I. Stadium der Ernahrung mit vitamin- 
freiem Reismehl durch vorausgehende Darreichung von Butter = 
Faktor A oder Citronensaft = Faktor C geindert wird. Dies 
war nicht der Fall. In vier Versuchen, in denen dem Reis- 
mehl Butter bzw. Citronensaft zugesetzt worden war, reagierten 
die Tiere bei Umstellung in das Hefereismehlregime sofort mit 
einer typischen Abnahme im Verbrauch, um nach Wieder- 
darreichung der Butter- bzw. Citronensaftreismehlmischung ein 
Wiederansteigen des Verbrauchs zu zeigen. Eine zweite Frage 
betraf die Wirkung der kombinierten Darreichung der Vitamin- 
faktoren. In einer IJ. Mitteilung iiber das Problem wies ich 
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bereits darauf hin, daB Hafer alle drei Faktoren enthalten | 
. ‘ . ‘ 
muB, Ich konnte zeigen, daB die Steigerung in Verbrauch und | 
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++ + vitaminfreies Reismehl mit Hefezusatz 
t+ + ++ vitaminfreies Reismehl mit Butter 


Kurve 3 
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Hafer Maus N° 109 
-—+— vitaminfreies Reismeh! mit Zusatz von Hefe und Butter 
seseeees vitamintreies Reismehl mit Zusatz von Hefe, Butter und Milch 
Kurve 4. 


Gewichtskurve bei Miusen, welche unmittelbar nach Hafer- 


fiitterung Hefereismehl erhalten, .nach Wiederdarreichung von 
9 * 
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Hafer einem Sinken Platz macht. Zur weiteren Klirung dieser 
Frage wurden zunichst vier Mause mit folgender Mischung 
gefiittert: vitaminfreies Reismehl 80 Teile, Butter 10 Teile, 
Biackereihefe 10 Teile, ein kleiner Loéffel Salzmischung. Diese 
Reismehlmischung, sofort nach der Haferfiitterung gereichit, 
rief bei allen die typische Anderung der Verbrauchskurve 
hervor, die wir bei Hefereismehldarreichung im AnschluB an 
das Haferregime beobachten. Zusatz von Butter iinderte also 
im Effekt nichts, ein Befund der im Hinblick auf das ganz 


a0s.0, Verbrauch 
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Hafer Maus N? 113 
+—+-— vitaminfreies Reismeh/ mit Zusatz 
von Hefe und Butter 
4+--++— vilaminfreies Reismehl mit Zusalz 
von Hefe, Butter und Zitronensaft 





Kurve 5. 


andere Verhalten von Ratten nach Osborne und Mendel!) 
von Bedeutung ist. Bei einem Tier wurde alsdann nach 
9 Tagen, bei dreien nach 16 Tagen Butterheferegime diesem 
frische Milch zugesetzt, d. h. eine Nahrung, welche neben den 
bereits gegebenen Faktoren A und B noch den Faktor C ent- 
halt. Die Wirkung war durchaus einheitlich. In allen Fallen 
trat sofort nach dem Zusatz von Milch eine erhebliche Ge- 
wichtssteigerung auf, wihrend der Verbrauch gerade umgekehrt 
auf den normalen Anfangswert der Haferfiitterung sank. Der 
relative Verbrauch war nach Milchzusatz gegeniiber dem bei 


ee — a — 


) Osborne u. Mendel, Journ. of Biol. Chem. (1921). 
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im 


Butterheferegime herabgesetzt. Ganz denselben Effekt erzielte 
ich bei drei weiteren Méausen, welche nach Haferregime mit 
der oben beschriebenen Butterhefemischung gefiittert wurden 
und dann Citronensaft in Nahrung und Trinkwasser hinzu be- 
kamen. Der Zusatz von Citronensaft rief sofort ein Absinken 
des gesteigerten Verbrauchs hervor. 


Erklarung der Befunde. 


Ks sei zunachst eine Tabelle gebracht, welche alle bisher 
von mir durchgepriiften Nahrungskombinationen enthiilt. 


Tabelle III. 


























Nehmen wir an, dab in der Butter der Faktor A, in der 
Hefe der Faktor B, im Citronensaft der Faktor C vorwiegend 
bzw. allein enthalten ist, so kénnen wir aus unseren Befunden 
folgende Vorstellung gewinnen, welche, das méchte ich be- 
sonders betonen, vorerst nur fiir die Avitaminose der Maus 
Geltung hat. 

Wir haben gesehen, daB die isolierte Darreichung von Butter 
= Faktor A auf Verbrauch, Gewicht und Lebensdauer vita- 


II. Avita- 
Art der Erniihrung I. Avitaminosestadium minose- 
stadium 
vorher | dann Verbrauch Gewicht Saaene — t 
A-B-C -—A-—B-—C $steigt voriibergehend | steigt voriibergehend | sinkt | sinkt 
A-B-C +A—B-—C |steigt voriibergehend | steigt voriibergehend | sinkt | sinkt 
A-B-C  +C-—B-A |steigt voriibergehend | steigt voriibergehend | sinkt | sinkt 
A-B-C  +B-A-C sinkt auf Norm steigt steigt | steigt 
A-B-C | +B+A+C sinkt auf Norm steigt — a 
C-B-A +B+A+4C sinkt auf Norm steigt — — 
A-B-C +A-—B-C sinkt auf Norm steigt steigt | steigt 
A+B+C +A —B—C |steigt voriibergehend | steigt voriibergehend | — 
A+B+C | +C—B-A |stei gt voriibergehend | steigt voriibergehend}| — - 
A+B+C | +B—C-—A bleibt gesteigert bleibt gesteigert — — 
A+B+C | +A+B-—C] bleibt gesteigert | bleibt gesteigert -- -- 
A+B-C | +A+B+C sinkt auf Norm steigt _ a 
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minfrei ernahrter weiBer Mause ohne EinfluB ist. Wir haben 
ferner gefunden, daB die isolierte Darreichung von Citronensaft = 
Faktor C den Verbrauch vitaminfrei ernihrter weifer Miuse 
nicht verindert, aber die Gewichtsabnahme im Mittel steigert 
und die Lebensdauer etwas verlingert. Wir nehmen an, daf 
es sich um eine Wirkung auf das Inanitionsstadium handelt. 
Sowohl bei Butter wie bei Citronensaft ist es gleichgiiltig, ob 
wir sie unmittelbar nach Haferregime oder im I. bzw. II. Avita- 
minosestadium reichen. Der Effekt ist stets derselbe. 

Ganz anders wirkt die Hefe = Faktor B. Wir nehmen 
aus ihrer Sonderwirkung an, daB es sich bei der Avitaminose 
unserer Versuchstiere um eine zum Komplex der Beriberi ge- 
hérige Erkrankung handelt, ohne die iibliche nach pathologisch- 
anatomischen Gesichtspunkten getroffene Einteilung der Avita- 
minosen als bindend hinstellen zu wollen. Betrachten wir 
zunichst die Wirkung des B-Faktors im Verlaufe der reinen 
Reismehlavitaminose. Setzen wir Hefe zu, nachdem wir die 
Tiere einige Tage vitaminfrei ernihrt haben, so sinkt der ge- 
steigerte Verbrauch auf die Norm, das Gewicht steigt nach 
lingerer Darreichung an, die Lebensdauer ist verlingert. Ks 
dirfte fiir diese Wirkung nur der Faktor B mafSgebend sein, 
welcher dem vitaminfreien Reismehl fehlt. in der Hefereismehl- 
mischung als einzige Vitaminquelle vorhanden ist. Die typische 
Hefewirkung in diesem Falle muB mit dem vorausgehenden 
Mangel an B-Faktor zusammenhingen. Da8 die beiden anderen 
Faktoren A und C hier nicht in Frage kommen, kénnte aus 
folgenden Befunden hervorgehen. Einmal ist der Mangel an 
Faktor A+ C sowohl in der vorhergereichten vitaminfreien 
Nahrung wie in der danach gereichten Hefereismehlmischung 
gegeben. Zweitens verindert, wie wir sahen, der Zusatz von 
Butter oder Citronensaft zum MReismehl die Wirkung der 
danach gereichten Hefe im I. Avitaminosestadium nicht. Ent- 
sprechendes beobachten wir im II. Avitaminosestadium. Auch 
hier ist nur der Faktor B wirksam, die Faktoren A und C 
sind ohne EinfluB. Denselben Effekt auf den Verbrauch be- 
obachten wir bei Hafer und Milch, d. h. bei solchen Nahrungs- 
stoffen, welche alle drei Faktoren enthalten. Die Tatsache 
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aber, daB diese Nahrungsstoffe im J. und II. Stadium der 
Ayitaminose auf den Verbrauch ganz wie die Hefe = Faktor B 
allein wirken, wahrend sie im Gegensatz zu Hefe die Lebens- 
dauer ganz bedeutend verlingern, kann nur aus dem gleich- 
zeitigen Vorhandensein der Faktoren A + C in diesen Nahrungs- 
stoffen erklirt werden. Es ergibt sich daraus der wesentliche 
Befund, daB fiir Verbrauch, Gewicht und Lebensdauer ganz 
verschiedene Vitaminfaktoren in ihrem gegenseitigen und iso- 
lierten Kinflu8 in Frage kommen, eine Ansicht, die iibrigens 
auch durch die Wirkung des allein gereichten Faktors B, ver- 
slichen mit Faktor C, bestitigt wird. 

Theoretisch bleibt das Wesen der Hefewirkung im I. Avita- 
minosestadium vorerst ungeklirt. Ein viel klareres Bild geben 
uns die Befunde, welche wir bei Darreichung von Hefereismehl- 
mischung unmittelbar nach der Haferfiitterung erhalten. Im 
Gegensatz zu Faktor A und C wirkt hier die Hefe im Sinne 
eines verlingerten J. Avitaminosestadiums. In diesem Nach- 
einander der Nahrungsformen wirkt der Faktor B gerade ent- 
gegengesetzt wie nach vorausgehender vitaminfreier Ernihrung. 
Betrachten wir die Zusammensetzung der gereichten Nahrungs- 
stoffe, so kann der beobachtete Effekt zwei Ursachen haben. 
Im Gegensatz zu der Reihe vitaminfreies Reismehl - Hefe- 
reismehl reichen wir hier zunichst im Hafer A + B+ (©, und 
entziehen dann im Hefereismeh! A + C, wihrend wir B weiter 
geben. Ich méchte annehmen, daB das I. Avitaminosestadium 
der weifen Maus durch einen Vitamin B-Stoffwechsel und mit ihm 
zusammenhingende uns unbekannte Prozesse im Korper hervor- 
gerufen wird. Die Steigerung des Verbrauchs im [. Avitaminose- 
stadium ist durch das Fehlen des Faktorenkomplexes A + C 
und dieses Einflusses auf den Vitamin B-Stoffwechsel bedingt. 

Fiittern wir die Miuse mit Faktor B weiter, entziehen 
aber gleichzeitig A + C, so wird der ProzeB, der sich im ge- 
steigerten Verbrauch ausdriickt, durch den Faktor B der 
Nahrung, die Hefe, weiter unterhalten, es kommt zu keinem 
Inanitionsstadium, weil die Hefe, wie wir sahen, ein solches 
Inanitionsstadium yerhindert. Die sofort nach Haferfiitterung 
mit Hefereismehl weiter gefiitterten Tiere sterben schlieBlich, 
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ohne daf Verbrauch und Gewicht im Sinne eines Inanitions- 
stadium gesunken sind. 

Wir haben gesehen, daB Zusatz von Butter den Effekt 
der Hefereismehlmischung nicht beeinfluBt und schlieBen dar- 
aus, daB dieser Faktor neben B keinen EinfluB auf den Ver- 
brauch bei Hefe nach Haferdarreichung gewinnt. Setzen wir 
aber hier noch Citronensaft hinzu oder reichen eine Nahrung 
welche alle drei Faktoren enthilt, machen damit die Nahrung 
beziiglich der Vitaminfaktoren vollstindig, so sinkt der Ver- 
brauch wieder auf die Norm. Die Wirkung der Hefe, des 
Faktors B, wird durch den nun vorhandenen Komplex A + € 
geindert, Wachstum und Lebensdauer sind im Sinne der 
Haferfiitterung wieder eingestellt. 

Uberblicken wir unsere bisherigen experimentellen Befunde 
an welBen Miausen, so ergeben sich folgende Gesichtspunkte: 

Jeder der drei Faktoren A, B und C iibt, allein ge- 
reicht, eine verschiedene Wirkung aus, in dem Sinne, 
daB Verbrauch, Gewicht und Lebensdauer als Einzelerschei- 
nungen, nicht als Gesamtkomplex in verschiedener 
Weise beeinfluBt werden. Es ist darum nicht richtig, die 
Rolle der einzelnen Faktoren aus der Bestimmung des Ge- 
wichtes und der Lebensdauer allein erschlieBen zu wollen. 

Unter den Faktoren nimmt der Faktor B eine Sonder- 
stellung ein. Die EKinzelwirkung des Faktors B ist eine ver- 
schiedene, je nachdem die vorausgehende Nahrung 
diesen Faktor bereits enthilt oder nicht. Enthalt die 
vorausgehende Nahrung bereits diesen Faktor, so wird seine 
Wirkung durch Zusatz bzw. Entziehung des Vitamin- 
komplexes A+C in ganz verschiedener Weise be- 
einfluBt. 

Die Wirkung einer Nahrung, welche alle drei Fak- 
toren A, B und C enthilt, entspricht nicht der Summe 
der Einzelwirkungen dieser Faktoren. Es muB hieraus 
geschlossen werden, daB sich alle drei Faktdren in ihrem 
Gesamteffekt auf Verbrauch, Gewicht und Lebens- 
dauer gegenseitig beeinflussen. 

Zur Aufrechterhaltung eines normalen Verbrauchs, 
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Wachstums, Gewichts und einer normalen Lebens- 
dauer ist eine Nahrung notwendig, welche alle drei 
Faktoren enthialt. 


Zusammenfassung. 


1. An 36 weiBen Miusen wird der EinfluB des alleinigen 
und kombinierten Zusatzes von Butter, Hefe und Citronensaft 
zur vitaminfreien Reismehlnahrung untersucht. Es wird an- 
senommen, daB in der Butter der Faktor A, in der Hefe der 
Faktor B, im Citronensaft der Faktor C allein bzw. vor- 
wiegend enthalten ist. Es wird ferner die Wirkung von Kakao- 
pulver und von Milch untersucht. 

2. Butter im I. und IJ. Avitaminosestadium zugesetzt, hat 
auf Verbrauch, Gewicht und Lebensdauer der Tiere gegeniiber 
vitaminfreiem Reismehl allein keinen KinfluB. 

3. Citronensaft findert den Verbrauch nicht, verlangert 
aber im Mittel etwas die Lebensdauer. 

4, Auf Zusatz von Kakaopulver zum vitaminfreien Reis- 
mehl ist die Gewichtsabnahme der im Versuch verendeten 
Miuse durchschnittlich etwas geringer als bei vitaminfreiem 
Reismehl allein. 

5. Die charakteristische Wirkung der Hefe im I. Avita- 
minosestadium wird durch vorausgehenden Zusatz von Butter 
oder Citronensaft zum vitaminfreien Reismehl nicht verindert. 

7. Fiir die verschiedene Wirkung des Hefezusatzes allein 
auf Verbrauch und Gewicht im I. Avitaminosestadium und nach 
Haferregime wird angenommen, da hier das Fehlen bzw. Vor- 
handensein des Faktors B in der vorhergehend gereichten 
Nahrung mabgebend ist. 

7. Es wird die Ansicht ausgesprochen, daB das I. Avita- 
minosestadium auf Prozessen beruht, welche mit einer Vitamin-B- 
Reserve des Kérpers in unmittelbarer Beziehung stehen. 

Reichen wir nach Haferregime Hefereismehlmischung, so 
werden diese Prozesse durch das Vitamin B der Nahrung im 
Kérper unterhalten, es kommt in dem Sinne, als dieser Faktor 
eine Inanition verhindert, nicht zu einem II. oder Inanitions- 
stadium. Es wird gezeigt, daB fiir die Wirkung der Hefe 
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nach Haferdarreichung im Sinne eines gesteigerten Verbrauchs 
und einer Gewichtssteigerung das Fehlen des Vitaminkow- 
plexes A + C maBgebend ist. Wahrend Butter der Hefereis- 
mehlnahrung zugesetzt, den Effekt nicht ‘indert, werden Ver- 
brauch und Gewicht durch gleichzeitigen Zusatz von Butter 
und Citronensaft oder durch Hafer bzw. Milch, d, h. Komplexe, 
welche alle drei Faktoren enthalten, auf die Norm gebracht. 

8. Die Wirkung des Komplexes A + B + C auf Verbrauch, 
Gewicht und Lebensdauer entspricht nicht der Summe der 
Kinzelwirkungen der drei Faktoren A, B und C. Es wird 
hieraus geschlossen, da sich die Vitaminfaktoren in ihrem 
Nebeneinander beziiglich des Gesamteffektes gegenseitig be- 
einflussen. 

9. Zur Autrechterhaltung normalen Verbrauchs, Wachs- 
tums, Gewichts und normaler Lebensdauer sind alle drei 
Vitaminfaktoren notwendig. 








Synthese und Struktur von Saureglyceriden. 
Von 
Max Bergmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung, Dresden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1924.) 


Fiir Siureglyceride, welche nicht alle Hydroxyle des Gly- 
cerins gleichmiBig durch denselben Saurerest substituiert ent- 
halten, fehlt es bis in die jiingste Zeit an Darstellungsverfahren, 
welche reine Produkte von eindeutig bestimmbarer Struktur 
zu gewinnen erlauben. Die nachfolgend beschriebenen Ver- 
suche sollen zum Ausbau der Methodik und zur Klarung der 
Strukturfrage beitragen. 

Vor 2 Jahren haben Bergmann, Brand und Dreyer!) 
ein Verfahren zur Darstellung von @,f-Diglyceriden angegeben. 
Als Ausgangsmaterial wahlten sie die cyclische Benzaldehyd- 
verbindung (II) des y-Amino-propylenglykol (1), und erreichten 
durch eine besonders ausgebildete Versuchstechnik die sichere 
Differenzierung der verschiedenen Substitutionsorte der Propan- 
kette. Als erste Beispiele fiir die Brauchbarkeit ihrer Me- 
thodik synthetisierten sie «,-Dibenzoyl-glycerin (III) und 
a-Benzoyl-@-(p-nitrobenzoyl)-glycerin. 

I. CH,(OH)- CH(OH)- CH,(NH,). II. CH,(OH) - CH—CH, 


y-Aminopropylenglykol b bi 


“haat 
CH(C,Hs) 


Benzaldehydverbindung d. y- 
Aminopropylenglykol (2-Phe- 
nyl-5-oxymethy]l-oxazolidin 


1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 936 (1921). 








t 
| 
| 
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III. CH,_————CH CH,(OH) 


| | 
0-COC,H, O-COC,H, 
«, 6-Dibenzoyl-glycerin, 
Schmelzp. 58° 


Iv. CH,— -CH——-- CH, (OH) 


| | 
O-COC,H,; O-COC,H,NO, 
«-Benzoy]-f-nitrobenzoyl-glycerin, 
Schmelzp. 118° 


V. CH, :;, 8 


| | | 
O0-COC,H, O-COC,H,; O-COC,H,NO,- 
a, 0-Dibenzoyl-e’-nitrobenzoyl-glycerin, 
Schmelzp. 114° 


VI. CH,— CH CH, 


| | | 
O-COC,H, O-COC,H,NO, O+-COC,H, . 
a, «’-Dibenzoy]-f-nitrobenzoyl-glycerin, 
Schmelzp. 87° 





Der exakte Strukturbeweis der Diglyceride III und IV, 
der fiir unsere folgenden Ausfiithrungen wertvoll wird, griindet 
sich auf die Gewinnung des Dibenzoyl-glycerin III in optisch- 
aktiver Form. Weil dieses Diglycerid aber friiher nicht kry- 
stallisiert und darum nicht ganz rein erhalten wurde, haben 
wir es durch Einfithrung von Nitrobenzoyl in das leicht kry- 
stallisierende Dibenzoyl-nitrobenzoyl-glycerin vom Schmelz- 
punkt 114° verwandelt, das zweifellos rein und ebenfalls optisch- 
aktiv erhalten wurde. Damit ist seine asymmetrische Struktur 
im Sinne der Formel V eindeutig festgelegt. Das isomere 
Dibenzoyl-nitrobenzoyl-glycerin vom Schmelzp. 87° muB sym- 
metrisch sein (VI) und das Benzoyl-nitrobenzoyl-glycerin IV, 
aus dem es durch Benzoylieren entsteht, muB Nitrobenzoyl in 
#-Stellung tragen. 

Ich habe jetzt ahuliche Arbeitsprinzipien fiir die Gewinnung 
von d@-Monoglyceriden und ihren prizisen Strukturnachweis 
benutzt. Zwar haben KE. Fischer, M. Bergmann und 
H. Baerwind?) schon angegeben, daB man vom sogenannten 


') Chem. Ber. Bd. 53, 8. 1589 (1920). 
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Acetonylglycerin ausgehend durch Acylierung und nachfolgende 
Acetonabspaltung zu einheitlichen Monoglyceriden kommt, die 
nach ihrer Auffassung e-Glyceride sind. Denn diese Glyceride 
nehmen leicht wieder Aceton auf und nach den negativ ver- 
laufenen Versuchen Emil Fischers?), vom Trimethylenglykol 
eine Acetonverbindung zu erhalten, schien die Acetonaufnahme 
an die unmittelbare Nachbarschaft zweier Hydroxyle gebunden. 
Ich hielt es aber doch fiir notwendig, eine andere Grundlage 
der Strukturermittlung zu finden; denn es stand mir keines- 
wegs fest, daB der Acetonrest nur vicinale Hydroxyle zu ver- 
binden vermag. In der Tat haben J. Boeseken und P. 
H. Hermanns”) die Acetonverbindung des Trimethylenglykols 
erhalten kénnen und diese Forscher sowie ©. Mannich und 
W. Brose*) gewannen auch noch von einer Reihe anderer 
1,3-Glykole Acetonverbindungen. 

Bei den neuen Versuchen bin ich vom Chlor-oxypropyl- 
amin (s. u. VII) ausgegangen, fiir dessen Acylverbindungen ich 
vemeinsam mit F’. Radt und E. Brand‘) ein geeignetes Dar- 
stellungsverfahren angegeben habe. Zuniachst wird die Base 
in die cyclische Benzaldehydverbindung, das 2-Phenyl-5-chlor- 
methyl-oxazolidin (VIII), iibergefiihrt. Auf diese Weise wird 
dafiir gesorgt, daB bei der nachfolgenden Acylierung nur ein 
Saiurerest (im Beispiel IX ist der Benzoylrest gewahlt) ein- 
treten kann, nimlich an den Stickstoff. Die nachfolgende 
Wiederabspaltung des Benzaldehyds geht mit Sauren rasch 
und quantitativ vor sich. Das erhaltene «-Chlor-f-oxy-y-benz- 
amido-propan X°) wird bekanntlich beim Kochen mit Wasser 
unter Ionisation des Halogens und Platzwechsel des Benzoyls 


1) Chem. Ber. Bd. 53, S. 1611 (1920). 

*) Chem. Ber. Bd. 55, S. 3758 (1922). 

5) Chem. Ber. Bd. 55, S. 3156 (1922). 

4) Chem. Ber. Bd. 54, S. 1648 (1921). 

5) Es ist auf anderem Weg schon von 8S. Gabriel und H. Ohle, 
Chem. Ber. Bd. 50, S. 823 (1917) erhalten worden. Ihr Verfahren diirfte 
aber fiir die Einfiihrung anderer Acylreste z. B. der Fettsiurereste 
weniger geeignet sein. Diese Forscher haben schon die Umlagerung 
bei der Wasserkochung beobachtet, 
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hydratisiert zum salzsauren Salz des «-Benzoyloxy-f-oxypropyl- 
y-amin (XI). Dieses Esteraminsalz gibt nun mit salpetriger 
Saiure ein Monobenzoyl-glycerin (XII), das bei geeigneter 
Reinigung leicht krystallisiert vom Schmelzp. 36° erhalten 
werden kann. Den Beweis, daB es sich um e@-Monobenzoyl- 
glycerin handelt, daB also bei der Kinwirkung der salpe- 
trigen Saéure auf das Salz XI das Benzoyl seine Stellung nicht 
verandert hat, liefert die Nitrobenzoylierung. Dabei entsteht 
namlich ein Benzoyl-di-(p-nitrobenzoyl)-glycerin (XIII) vom 
Schmelzp, 123°, das auch durch Einfiihrung eines Nitrobenzoyls 
in das weiter oben formulierte «-Benzoyl-f-nitrobenzoyl- 
glycerin IV erhalten werden kann. Fiir jenes Diglycerid war 
die «-Stellung des Benzoyls nach den weiter oben gemachten 
Ausfiihrungen festgelegt aus den Beziehungen zum a, f-Di- 
benzoyl-glycerin. Die a@-Stellung des Benzoyls steht also auch 
fiir unser Monobenzoyl-glycerin fest. 


VII. Cl-CH,—CH(OH)—CH,-NH, . 





VIII. Cl-CH,——CH—- 
| a 


CH, 


Xx. 0-1, —_a——_-—_— a, 
§.CH(C,H,)-N-COC,H, 
X. Cl-CH,—CH(OH)—CH,-NH-COC,H, . 
XI. CH,—CH(OH)—CH,-NH,, HC! 
0-COC,H, 
XII. CH,—CH(OH)—CH,-OH 
).COC.H, 
i ee F 
b.coct, §.000,H,-NO, b.000,H.-NO, 
Dieses «-Benzoylglycerin ist nun véllig identisch mit dem 


Priparat, das friher Fischer, Bergmann und Baerwind 
aus Acetonglycerin erhalten hatten. Man darf diese Identitit 
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und die Méglichkeit, das a@-Monobenzoyl-glycerin mit Aceton 
wieder in denselben Benzoylacetonkérper!) zuriickzuverwandeln, 
der auch durch Benzoylieren von Acetonglycerin direkt ent- 
steht, als sicheren Beleg fiir die 1,2-Struktur des Aceton- 
glycerins deuten. 

Kin weiterer Beweis ist der folgende: Fiihrt man in das 
freie Hydroxyl des Acetonglycerin p-Nitrobenzoyl ein und 
spaltet Aceton ab, so erhilt man ein Nitrobenzoylglycerin und 
bei weiterer Kinfiihrung von 2 Benzoylresten das a, 8-Dibenzoyl- 
«'-nitrobenzoyl-glycerin, das ich oben unter V formuliert habe 
und das sein Nitrobenzoyl bestimmt in a-Stellung tragt. Riick- 
schlieBend iiber das Mono-nitrobenzoylglycerin auf das Aceton- 
elycerin hat man dessen freies Hydroxyl in a@-Stellung zu 
suchen. 

Die Erfahrungen bei der Darstellung des «-Monobenzoyl- 
elycerins habe ich gemeinsam mit Herrn S. Sabetay fir die 
Gewinnung der Monoglyceride von Laurin- und Stearinsiure 
nach demselben Arbeitsverfahren benutzt. Dariiber bringt die 
nichste Mitteilung Genaueres. 

Die als Zwischenprodukte der neuen Monoglyceridsynthese 
auftretenden Salze vom Typus des salzsauren «-Benzoyloxy- 
8-oxy-propylamin (s. 0. XI) erméglichen einen neuen Weg zur 
Gewinnung von «,/-Diglyceriden mit gleichen oder verschie- 
denen Séureresten. Ausgangsmaterial ist hier letzten Endes 
wieder das Chlor-oxy-propyl-amin (VII). Zur Ausarbeitung der 
Methodik haben wir das daraus gewonnene Salz XI mit Benz- 
aldehyd zum 2-Phenyl-5-benzoyloxymethyl-oxazolidin (XIV) ver- 
bunden, dieses benzoyliert bzw. nitrobenzoyliert, und nach 
Wiederabspaltung von Benzaldehyd O,N-Dibenzoyl-amino- 
propylenglykol und O-Benzoyl-N-nitrobenzoyl-aminopropylen- 
glykol erhalten, die durch Acylverschiebung vom Stickstoff zum 
Sauerstoff und Austausch der Amino- gegen die Hydroxylgruppe 
¢,8-Dibenzoyl-glycerin und «-Benzoyl-f-nitrobenzoyl-glycerin 
liefern. Ich formuliere den Vorgang nur fir die Gewinnung 
des Benzoyl-nitrobenzoyl-glycerin: 


1) Chem. Ber. Bd. 53, S. 1594 (1920). 
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XI. C,H,CO-OCH,+CH(OH) CH,-NH,, HCl 
‘8 

XIV. 0200-008. 2. 08, 
| | 
O—CH(C,H,)——~-NH 
u 

nV. 022).008_ 46... CH, 
| | 
O—-CH((C,H,) N-COC,H,NO, 
Y 

XVI. C,H,CO-OCH,-CH(OH)--——- —-—-. CH,-NH-COC,H,-NO, 


Y 

XVII. C,H,CO-OCH,-CH(O0-COC,H,-NO,)-CH,-NH,, HCI 
Y 

XVIII. C,H,CO-OCH,-CH(O-COC,H,-NO,)-CH,-OH . 


Alle in dieser Abhandlung gezogenen strukturellen Schliisse 
greifen zuriick auf das a@,8-Dibenzoylglycerin. In der Erkenntnis, 
daB unser friitheres Praparat nicht ganz rein gewesen sein 
kann, wenn es auch zum allergréBten Teil aus dem a, §-Di- 
glycerid bestanden haben muB?), haben wir es damals unter- 
lassen, irgendwelche Konstanten dafiir anzugeben. Dieser 
kleine Ubelstand beriihrt aber nicht die strukturellen Schliisse, 
welche damals beziiglich der Umwandlungsprodukte des Di- 
benzoylglycerins und besonders beziiglich des optisch-aktiven 
Dibenzoyl-nitrobenzoylglycerins gezogen wurden, und die riick- 
wirkend auf den Hauptbestandteil des éligen Dibenzoylglycerins 
Geltung haben. Inzwischen habe ich aber auch noch das 
inaktive «, P-Dibenzoylglycerin krystallisiert und ganz rein vom 
Schmelzp. 57—58° gewonnen und mit diesem Priiparat die 
friiher beschriebenen Umwandlungen wiederholt und die daraus 
gezogenen Schliisse nochmals kontrolliert. 





") Chem. Ber. Bd. 54, S. 955 (1921). Bei der Behandlung von 3 g 
salzsaurem Dibenzoyl-amino-propylenglykol mit salpetriger Siiure und 
nachfolgender Nitrobenzoylierung des zuniichst gebildeten Dibenzoyl- 
glycerin wurden noch 2,8 g reines a, §-Dibenzoyl-a-nitrobenzoyl-glycerin 
erhalten, das sind 69°’, d. Th. auf das urspriingliche Salz berechnet. 
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Diese Verhiltnisse sind von den Herren Smith und 
Platon?) ginzlich miBverstanden worden. Unter Hinweis auf 
die an sich nicht neue Feststellung, daB der Austausch ali- 
phatischer Aminogruppen gegen Hydroxyl oft nicht ganz ein- 
deutig verliiuft, und unter Hinweis auf die élige Beschaffenheit 
unserer friiheren Dibenzoylglycerin-praparate haben sie die Be- 
hauptung aufgestellt, unser Verfahren der Synthese von @, B- 
Diglyceriden ruhe auf unsicherem Grunde. Die Herren Smith 
und Platon iibersehen offenbar viéllig, daB wir alle Zwischen- 
und EKndprodukte unserer Synthese sorgfiltig gereinigt und in 
ihrer Struktur genau kontrolliert haben. Auch wenn das 
az, P-Dibenzoylglycerin zur Zeit, als Smith und Platon ihre 
Kritik niederschrieben, noch nicht krystallisiert erhalten war 
und darum wahrscheinlich noch Nebenprodukte enthielt, so war 
doch durch seine Uberfiihrung in optisch-aktives Dibenzoy]- 
nitrobenzoylglycerin und die dabei erzielte hohe Ausbeute jeder 
Zweifel in die Struktur seines wesentlichen Bestandteils von 
vornherein beseitigt. 

Mit der Bereitung optisch-aktiver Glyceride haben wir 
ein Gebiet beriihrt, das lange vor uns die Herren Abderhalden 
und Kichwald erfolgreich bearbeitet haben.*) Aber wiihrend 
jene Herren das Problem der optisch-aktiven Fette vom bio- 
logischen Standpunkt entwickelten und fiir diese Zwecke eine 
vanze Reihe optisch-aktiver Fette bereiteten, benutzten wir 
die optische Aktivitiit zur Entscheidung struktureller Fragen. 

Was die Frage betrifit, ob unsere Verfahren _,,zwangs- 
liufig“ sind*), so bin ich der Ansicht, da8 man bei der leichten 
Beweglichkeit der Acyle kaum bei irgendeinem Verfahren der 
Glyceridsynthese von vornherein mit absoluter Sicherheit 
darauf rechnen kann, daB® die Acylreste wiihrend der ver- 
schiedenen Operationen starr an der Stelle bleiben, an welche 
sie zuerst dirigiert worden sind. Ich verstehe hier unter einem 
zwangsliiufigen Verfahren ein solches, welches gestattet, die 
Beweglichkeit der Saurereste einigermaSen willkiirlich aus- 


1) Chem. Ber. Bd. 55, S. 3143 (1922). 

*) Vgl. bes. Chem. Ber. Bd. 48, S. 1847 (1915). 

*) Vgl. A. Griin, Chem.-Ztg. Jahrg. 47, S. 846 (1928). 
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zunutzen, so da sie am Endpunkt der Synthese an der er. 
wiinschten Substitutionsstelle zu sitzen kommen. 

Der Umstand, da8 die Gewinnung eines Glycerides in 
optisch-aktiver Form hiufig eine recht umstindliche und 
schwierige Operation ist und daB die optische Aktivilit hiufig 
auch wegen der niedrigen Drehungszahlen schwer zu konsta- 
tieren ist, liBt es erwiinscht erscheinen, nach anderen Wegen 
des Strukturbeweises zu suchen. Ich werde nachfolgend einen 
solchen Beweis fiir die Struktur des Monobenzoyl-, des Mono- 
nitrobenzoyl- und des Dibenzoyl-glycerins versuchen. Ich 
betone aber, unter Hinweis auf meine friiheren Ausfiihrungen 
iiber die Konstitutionsbestimmung von Glyceriden?), da es sich 
bei solchen Darlegungen, welche sich auf chemische Un- 
setzungen des betrachteten Glycerids stiitzen, doch immer nur 
um Wahrscheinlichkeitsbeweise handeln kann, die kaum einen 
so hohen Grad von Sicherheit beanspruchen dirfen wie etwa 
der Schlu8 aus der optischen Aktivitat eines Glycerids auf 
seine asymmetrische Struktur. 

Man darf zunichst voraussetzen, dab Monobenzoylglycerin 
(Schmelzp. 36°) und Mononitrobenzoylglycerin (Schmelzp. 107°) 
ihren Acylrest an derselben Substitutionsstelle tragen; denn 
sie entstehen beide aus ein und demselben Acetonylglycerin 
nach demselben Acylierungsverfahren und geben leicht unter 
Aufnahme von Aceton dieselbe Aceton-monoacyl-verbindung, die 
zuvor bei ihrer Bildung aus Acetonylglycerin als Zwischen- 
produkt auftrat. Allerdings muf dabei fiirs erste unentschieden 
bleiben ob beide «- oder beide f-Glyceride sind. Weiter 
enthiilt das Monobenzoyl-mononitrobenzoyl-glycerin (Schmelz- 
punkt 118°)*) sein Benzoyl wiederum an der gleichen Stelle 
wie das zuvor genannte Monobenzoyl-glycerin; denn beide 
liefern bei erschépfender Nitrobenzoylierung dasselbe Benzoyl- 
dinitrobenzoylglycerin (Schmelzp. 123°).*) Andererseits liefert 
das Benzoyl-nitrobenzoylglycerin bei der Benzoylierung ein 
Dibenzoyl-nitrobenzoylglycerin (Schmelzp. 87°)*), das isomer 


") Chem. Ber. Bd. 54, 8S. 947 (1921). 
*) Chem. Ber. Bd. 54, S. 963 (1921). 
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ist mit dem Dibenzoyl-nitrobenzoylglycerin (Schmelzp. 114°), 
das man sowohl aus dem oben genannten Mononitrobenzoyl- 
glycerin, wie aus dem Dibenzoyl-glycerin (Schmelzp, 58°) er- 
halten kann. Darum muf im Benzoyl-nitrobenzoylglycerin 
das Nitrobenzoyl an anderer Stelle stehen als im Mono-nitro- 
benzoylglycerin, also auch an anderer Stelle als das Benzoyl 
im Monobenzoyl-glycerin. Daraus folgt, dab im Benzoyl-nitro- 
benzoyl-glycerin die beiden Acyle an unterschiedlicher Sub- 
stitutionsstelle liegen, entweder Benzoyl] in @ und Nitrobenzoyl 
in oder umgekehrt. 

Zwischen diesen beiden Méglichkeiten entscheidet folgende 
Uberlegung: Benzoyl-nitrobenzoylglycerin entsteht mit salpetriger 
Siure aus den Salzen des O-Benzoyl-O’-nitrobenzoyl-y-amino- 
propylenglycol. Diese Salze gehen in alkalischem Medium 
unter Wanderung eines Acylrestes an den Stickstoff in 
O,N-Benzoyl-nitrobenzoyl-y-aminopropylenglykol iiber. Im 
folgenden Versuchsteil wird gezeigt, daB hier das Nitrobenzoyl 
am Aminostickstoff sitzt. In Analogie mit der Umwandlung 
des @,8-Dichlorpropyl-y-benzamid CH,Cl-CHC1-CH, -NHCOC,H, 
in ¢-Chlor-f-benzoyloxy-propylamin') darf man mit Sicherheit 
annehmen, daf auch bei der eben besprochenen Umwandlung 
des O, O’-Benzoylnitrobenzoyl-aminopropylenglykol ins O-Benzoy]- 
N-nitrobenzoyl-aminopropylenglykol die sekundire Estergruppe 
bevorzugt zur Acylwanderung herangezogen wird, daB also das 
Nitrobenzoyl urspriinglich in f-Stellung saB, bevor es zum Stick- 
stoff wanderte, entsprechend CH,(OCOC,H,). CH(OCOC,H,NO,)- 
CH,NH,, HCl. Das beim Diazotieren entstehende «,6-Benzoyl- 
nitrobenzoylglycerin kann nur die Formel CH,(OCOC,H,)- 
CH(OCOC,H,NO,)-CH,OH haben, weil fiir die Bildung eines 
11M. Bergmann, F. Radt u. E. Brand, Chem. Ber. Bd. 54, 
S. 1645 (1921). «-Chlor-§-(p-nitrobenzoyl-oxy)-propyl-benzamid CICH,- 
CH(OCOC,H, - NO,)- CH,NH - COC,H, (Schmelzp. 147°, Gef. 7,95 °%, N, 
Ber. 7,7°/, N) zeigt im Gegensatz zum «-Chlor-f-oxy-propyl-y-benzamid 
CICH,- CH(OH)-CH,-NH-COC,H, und zum a,@-Dichlorpropyl-benzamid 
selbst beim lingeren Schmelzen oder lingerem Kochen mit Wasser keine 
Reaktion des Halogens mit der Benzamidgruppe. Das ist ein deutlicher 


Beweis, daB die Substitution der @-Stellung auf den Austausch zwischen 
«- und y-Stellung hindernd wirkt. 
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Stoffes der Formel CH,(OCOC,H,NO,).CH(OCOC,H,)-CH,OH 
eine gleichzeitige Wanderung von Benzoyl und Nitrobenzoy] 
bei der Diazotierung nétig wire, die nach unseren bisherigen 
Kenntnissen wenig wahrscheinlich ist. Das Monobenzoyl-glycerin 
(Schmelzp. 36°) und das Mononitrobenzoyl-glycerin (Schmelz- 
punkt 107°) sind demnach «-Glyceride. Unter Beriicksichtiguny 
der genetischen Beziehungen des Benzoyl-nitrobenzoyl-glycerin 
und des Dibenzoyl-glycerin zu den beiden isomeren Dibenzoyl- 
nitrobenzoyl-glycerinen ist hiermit auch die «,(-Struktur des 
Dibenzoylglycerin vom Schmelzp. 58° gegeben. 

Bedingung fiir die Geltung aller dieser Schliisse ist aber 
natiirlich die Voraussetzung, daB bei der weiteren Acylierung 
von Glyceriden mit freien Hydroxylgruppen das schon vor- 
handene Acyl seinen Substitutionsort nicht andert. 

In priparativer Hinsicht ist noch darauf aufmerksam zu 
machen, daf die Verwendung stickstoffhaltiger Zwischenprodukte 
bei der Glyceridsynthese neben vielen Vorteilen auch gewisse 
Nachteile in sich schlieBt. Verwendet man zB. beim Uher- 
gang von Aminoglycerid zum eigentlichen Glycerid fir die 
Abspaltung der Aminogruppe salpetrige Siure, so darf man 
gewiB sein, erhebliche Mengen davon in schwer entfernbarer 
Form hinterher im gebildeten Fett vorzufinden. Selbst mehr- 
fache Krystallisation fiihrt meist nicht zu reinen Produkten. 
Um ganz stickstofffreies Fett zu bekommen, habe ich mit 
Erfolg stets eine reduktive Behandlung mit Zinkstaub und 
Salzsiure eingeschaltet, die alle Substanzen zerstért, welche 
Diphenylamin—Schwefelsiiure bliuen. Nur durch diesen Kunst- 
griff ist mir z. B. die Gewinnung des krystallisierten Dibenzoyl- 
glycerin gelungen. Aber auch wenn die Diphenylamin-probe 
und die Probe nach Lassaigne keinen Stickstoff mehr anzeigen, 
scheint mir bei solchen Versuchen Vorsicht geboten. Wieder- 
holt habe ich naimlich bei quantitativer Analyse (z. B. nach 
Dumas-Pregl) dann noch bis 1°/, Stickstoff gefunden. Das 
bedeutet aber, besonders bei hochmolekularen Glyceriden, 
schon eine erhebliche Beimengung fremder, stickstoffhaltiger 
Nebenprodukte, die bei der Diazotierung der Aminofette hiutig 
entstehen. 
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Man erkennt aus allem, da’ die Gewinnung optisch- 
aktiver Fette tiber Aminoverbindunger auch nach unserer 
verbesserten Methodik nur ein Notbehelf ist, bis man eine 
Methode hat, die fertigen Glyceride direkt zu spalten. 

Besondere Beachtung verlangt weiter bei allen stickstoff- 
haltigen Zwischenprodukten der Fettsynthese die ausgesprochene 
Affinititt der Aminogruppe zu den Fettsiiureresten der benach- 
barten Estergruppen. Diese Affinitaét JaBt sich nur in saurer 
Liésung iiberwinden, wenn der Stickstoff durch Salzbildung 
abgesittigt ist. In alkalischem Medium reiBbt die freie Amino- 
gruppe dagegen sehr schnell einen Acylrest vom Sauerstoff 
weg an sich und es entsteht ein Siiureamid, dessen Stickstoff 
nicht mehr durch salpetrige Saure zu entfernen ist. *) 


a-Monobenzoyl-glycerin. 

Nach Gabriel und Ohle?) geht Chloroxypropyl-benzamid 
beim Erhitzen mit Wasser in das salzsaure Salz des «-Benzoyl- 
oxy-B-oxy-propyl-y-amin itiber. Wir haben gewodhnlich 10 g 
Amid mit der 20fachen Wassermenge 1 Stunde im siedenden 
Wasserbad erhitzt. Bei 6fterem Schiitteln geht dabei alles in 
kurzer Zeit in Liésung. SchlieBlich wird die farblose, klare 
Liésung unter geringem Druck verdampft und der Salzriick- 
stand aus heiBem Methylalkohol unter Zusatz von Ather um- 
krystallisiert. 8,4 ¢ vom Schmelzp. 165,5°. 

Zur Entfernung der Aminogruppe wurden 3 g salzsaures 
Salz in 10 ccm 50°/,iger Essigsiure gelést und bei 0° mit 
der wiBrigen Lésung von 2¢ reinem Natriumnitrit in wenigen 
Portionen versetzt. Unter kraftigem Aufschiumen schied sich 
rasch ein kaum gefirbtes Ol ab. Das Gemisch wurde nach 
einigem Stehen durch Alkalibicarbonatlésung von Essigsiure 
befreit und dann sorgfaltig ausgeithert. Da der Atherteil sehr 
starke Reaktionen auf salpetrige Siure gab, wurde er mehrmals 


1) Darum kann das analysierte Aminodibutyrin von Abderhalden 
u. Eiehwald [Chem. Ber. Bd. 48, S. 1859 (1915)] nicht die dort an- 
genommene Formel gehabt haben, sondern mu8 infolge Umlagerung einen 
Siiurerest am Stickstoff enthalten haben. 

2) Chem. Ber. Bd. 50, 8. 823 (1917). 
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mit je 5g Zinkstaub und einigen Kubikzentimeter verdiinnter 
Salzsiure einige Zeit geschiittelt, bis keine Blaufiirbung mit 
Diphenylamin—Schwefelsiure mehr zu bemerken war. Als jetzt 
die gewaschene Atherlésung verdampft wurde, blieben 1,5 ¢ 
eines farblosen Oles, das nach mehrtiigigem Stehen in der 
Kilte, besonders wenn geimpft wurde, in schénen Krystallen 
erstarrte. Sie wurden bei tiefer Temperatur auf Ton abgepreBt, 
aus Tetrachlorkohlenstoff krystallisiert und schmolzen dann 
bei 36° und ebenso das Gemisch mit dem Monobenzoylglycerin 
aus Acetonglycerin. Unser Praparat stimmte auch insofern 
mit dem von Fischer, Bergmann und Baerwind iberein, 
als bei der Behandlung mit p-Nitrobenzoylchiorid und Chinolin 
ein Benzoyl-di-(p-nitrobenzoyl-jglycerin erhalten wurde vom 
Schmelzp. 122,5—123° (unkorr.).") (Ber. N5,67°/, Gef. N 5,86°/,,) 
“,f-Dibenzoyl-glycerin 
und @-Benzoyl-f-(p-nitrobenzoyl)-glycerin. 


Das Ausgangsmaterial fiir diese Glyceride lieferte das 
zuvor besprochene salzsaure Salz’ des «-Benzoyl-y-amino- 
propylenglykol (XI). Um seine weitere Acylierung auf den 
Stickstoff einzuschrinken, wird es zunichst mit Benzaldehyd 
verbunden zum 2-Phenyl-5-benzoyloxymethyl-oxazolidin (vgl. XTV). 

2 g salzsaures «-Benzoyl-y-aminopropylenglykol wurden 
mit 5 ccm Wasser und 1,1 g reinem Benzaldehyd iibergossen 
und nach Hinzufiigung von 0,8 g wasserfreier Pottasche kriftig 
geschiittelt. Dabei erfolgte unter Kohlensiureentwicklung 
Bildung eines schweren Ols, das nach wenigen Minuten krystalli- 
sierte. Es wurde nach einiger Zeit mit Wasser und Petrol- 
iither aufs Filter gebracht. Ausbeute sehr gut. Zur Reinigung 
wurde aus der Lisung in Tetrachlorkohlenstoft mit Petrolither 
wieder abgeschieden. Schmelzp. 76°. 


0,1198 g Substanz gaben 0,3146 g CO, und 0,0682 g H,0O. 


0,1595 g = »  t,1ceem N (16°, 754mm, iiber 33°/, KOH). 
C,,H,,O,N (283,14) Ber. C 72,05°/, H 6,05 °/, N 4,957, 
Gef. ,, 71,62 » 627 D416 


1) Chem. Ber. Bd. 53, 8. 1629 (1920). 
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Die mit Chinolin durchgefiihrte p-Nitrobenzoylierung 
des Phenyl-benzoyloxymethyl-oxazolidin lieferte zunichst das 
Benzaldehydderivat des O-Benzoyl-N-(p-nitrobenzoyl)-glycerin 
vom Schmelzp. 95—96°, dessen stereochemische Einheitlichkeit 
wir nicht untersucht haben. (Gef. C 66,64°/, H 4,83°/, 
N 6,67°/, statt ber. C 66,66°/, H 4,63°/, N 6,48°/,.) Die 
Aldehydabspaltung in Kssigiitther mit konzentrierter Salzsiure 
gab das freie O-Benzoyl-N-nitrobenzoyl-aminopropylenglykol. 
Ausbeute 90°), d. ‘I’. auf das Oxalidin vom Schmelzp. 76° be- 
rechnet. Krystallisation aus verdiinntem Alkohol. 


5,699 mg Substanz gaben 12,323 mg CO, und 2,327 mg H,0O. 


5,176 mg -. » 0,378 ecm N (22°, 752 mm iiber 50°/, KOH). 
C,7H,gO Ne (344,14) Ber. C 59,28°/, H 4,68°/, N 8,14°, 
Gef. ,, 58,97 y 4,57 8,20 


Das Priiparat ist nach dem Schmelzp. 129° und dem 
Mischschmelzpunkt identisch mit dem friiher beschriebenen 
Priparat gleichen Namens.') Dementsprechend haben wir es 
durch Kinwirkung von Phosphorpentachlorid und nachfolgende 
Hydration leicht unter Verschiebung des Nitrobenzoyls an den 
Sauerstoff in das salzsaure Salz des «-Benzoyl-f-nitrobenzoyl- 
y-aminopropylenglykol vom Zersetzungsp. 205—206 °”) umlagern 
kénnen. Die Umwandlung ins ¢-Benzoyl-f-nitrobenzoyl-glycerin 
vom Schmelzp. 118° wurde schon friiher beschrieben. 

Zur Benzoylierung wurden 2 g Phenyl-benzoyloxymethyl- 
oxazolidin in Chloroformlésung mit Benzoylchlorid und Pyridin 
behandelt und dabei 2,75 g Dibenzoyl-benzal-aminopropylen- 
slykol erhalten, das naturgemiif& ein Gemisch von Stereo- 
isomeren war (2 asymmetrische Kohlenstoffatome).*) Die Ab- 
spaltung des Aldehyds mit konzentrierter Salzsiiure in Ather 
gab 2,15 g O,N-Dibenzoyl-y-aminopropylenglykol, das in allen 
seinen Kigenschaften und dem Schmelzp. 109° sich als identisch 
mit dem friiher beschriebenen Priparat*) erwies, das sein 


1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 962 (1921). 

*) Chem. Ber. Bd. 54, 8. 961 (1921). 

3) Vgl. Chem. Ber. Bd. 54, S. 946 u. 950 (1921). 
*) Ebenda S. 951. 
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eines Benzoyl am Stickstoff, das andere am primiren Hydroxy] 
trug. (Ber. N 4,68°/, gef. N 4,77°/,.) Auch der Mischschmelz- 
punkt beider Priparate lag bei 109° Die Umwandlung dieses 
Stoffes in salzsaures O,O-Dibenzoyl-aminopropylenglykol und 
in «,f-Dibenzoyl-glycerin ist bereits friiher beschrieben 
worden. Allerdings wurde damals das Diglycerid nur als 6) 
erhalten. 

Ich habe aber jetzt, anfinglich unterstiitzt von Herrn 
Sebastian Sabetay, die Reinigung des rohen Dibenzoy]- 
glycerin von salpetriger Siure und ahnlichen Stoffen mittels 
Zink und Salzsiure vorgenommen und dabei ein Priiparat 
erhalten, das uns bei wochenlangem Stehen einer Probe 
krystallisiertes «,?-Dibenzoylglycerin lieferte. Auch wenn 
man schon iiber Impfkrystalle verfiigt, dauert die Krystallisation 
der Hauptmenge tagelang und wird durch hiufiges Umriihren 
und Zugabe von wenig Ligroin sehr beférdert. Auch dann 
ist meist noch etwas Ol beigemengt. Man streicht darum auf 
Ton und krystallisiert zwei- bis dreimal durch Lisen in Ather 
und vorsichtigem Zusatz von Petrolither. Auch hier ist Impfen 
und hiufiges Riihren fiir die Beschleunigung der trigen Krystalli- 
sation férderlich. Das farblose Dibenzoylglycerin schmilzt 
schlieBlich bei 57—58°. Geringe G6lige Beimengungen sind 
ziemlich schwer zu entfernen. 

0,1323 g Substanz gaben 0,3294 g CO, und 0,0634 g H,O. 

C,,H,,0, (300,13) Ber. C 67,97°/, H 5,37°/, 
Gef. ,, 67,90 » 3,36 


Die Einfiihrung von Nitrobenzoyl in das reine Dibenzoyl- 
glycerin wurde genau nach der Vorschrift ausgefiihrt, welche 
friiher!) fiir das dlige Diglycerid angegeben wurde. Aus 0,50 ¢ 
Dibenzoylglycerin vom Schmelzp. 57° wurden 0,70 g a,§-Di- 
benzoyl-e-(p-nitrobenzoyl)-glycerin vom Schmelzp. 114° erhalten 
entspr. 93°/, d. T. (ber. N 3,12°/, gef. N 3,31°/,). 

Die Auffindung des reinen, krystallisierten Dibenzoyl- 
glycerin hat uns zu Versuchen veranlaBt, auch das optisch- 
aktive Diglycerid krystallisiert zu erhalten. Obwohl sie bisher 





') Chem. Ber. Bd. 54, S. 955 (1920). 
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noch nicht abgeschlossen sind, scheint uns die Beschreibung 
des Weges nicht iiberfliissig, den ich mit Herrn S. Sabetay 
zur Gewinnung des optisch-aktiven Ausgangsmaterials, des 
linksdrehenden salzsauren O,O-Dibenzoyl-aminopropylenglykol 
eingeschlagen habe. Wihrend Bergmann, Brand und Dreyer 
gur Spaltung das chinasaure Salz benutzten, haben wir jetzt 
zum selben Zweck das am Sauerstoff dibenzoylierte Amin mit 
Helicin zur Schiffschen Base verkniipft und den schwerer 
léslichen, krystallisierten Teil nach passender Reinigung unter 
Abspaltung des Helicins ins salzsaure Salz zuriickverwandelt. 

10 g dl-Chlorhydrat wurden unser Zusatz von 3 ccm His- 
essig und 10 g krystallisiertem essigsauren Natrium in 70 ccm 
heigem Wasser gelést, 8,5 g Helicin zugefiigt, wobei ein gelbes 
Ol entstand, noch 1—2 Minuten unter Umschiitteln erwirmt 
und dann nach dem Abkihlen 10 com Wasser und 30 ccm 
Ather zugefiigt. Beim Schiitteln begann bald die Krystallisation. 
Nach lingstens 2 Stunden saugten wir ab und krystallisierten 
aus 100 ccm heifem Methylalkohol unter nachtraglichem Wasser- 
zusatz. Die etwas gelblich gefairbten Krystalle schmolzen bei 
175—176° und zeigten in Kisessiglésung [a], = — 46°. 

Zur Umwandlung in das 1-Chlorhydrat wurde mit der 
6fachen Menge Salzsiure bei 60° aufbewahrt. Nach voriiber- 
gehender Lésung begann rasch Krystallisation des Salzes. 
Nach 30 Minuten wurde aufgekocht, dann in der Kilte ab- 
gesaugt, mit Salzsiure gewaschen und zur Reinigung aus der 
Lésung in heifem Kisessig mit Ather ausgeschieden. Schmelz- 
punkt 179° [a]>*° = — 14,07° (n Alkohol von 50°/,.) Die 
Spaltung mit Chinasiure hatte friiher ein Chlorhydrat mit 
[a], = — 14,2° ergeben. Diese Ubereinstimmung spricht dafir, 
daB wirklich der Héchstwert der Drehung erreicht ist. 

Anhangsweise stelle ich eine Reihe von Versuchen zu- 
sammen, die als Vorarbeiten fiir weitere Glyceridsynthesen zu 
betrachten sind. Sie sind zum Teil bis zu Aminoglycerid- 
salzen gefiihrt, so daB die Abspaltung der Aminogruppe direkt 
das gewiinschte Glycerid liefern kann. So sind ohne weiteres 
die Wege ersichtlich, auf welchen wir zuniichst unsere Ver- 
suche fortfiihren wollen. 
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Cl-CH,-CH-————-CH, 


bi C(C,H;) : x 
Es unterscheidet sich durch den Mindergehalt von zwei 
Wasserstoffatomen von dem weiter oben mehrfach erwihnten 
und friiher ausfiihrlich beschriebenen 2-Phenyl-5-chlormethyl- 
oxazolidin. 
Das salzsaure Salz dieses Oxazolins habe ich in guter 
Ausbeute aus Chloroxypropylbenzamid mit Thionylchlorid er- 


halten. 
Ber. 51,70°/, C 4,779], H 15,28°/, Cl (ionis.) 
Gef. 51,48 5,02 15,17 


2-Phenyl-5-chlormethyl-oxazolin, 


Mit wiBrigem Natriumacetat erhielt ich das freie Oxazolin 
als iitherlésliches Ol, das unter 1 mm bei 120—123° Innen- 
temperatur iiberging, in Kaltemischung krystallisierte und bei 
25° wieder schmolz. 

C,oH,ONCI (195,55) Ber. 7,16°/, N Gef. 7,05°/, N. 


a-J od-f8-oxypropyl-y-benzamid}), 
J -CH,-CH(OH).CH,-NH-CO-C,H, . 

3 g Chloroxypropylbenzamid wurden mit 3 g Jodnatrium 
in 20 ccm Acetessigiither 4 Stunden im Dunkeln auf 90° er- 
wirmt, das Lésungsmittel unter vermindertem Druck ver- 
dampft, der Riickstand in Essigither heiB gelést und die von 
den Salzen filtrierte Lésung abgekiihlt. Glainzende, 6seitige 
Tafeln vom Schmelzp. 138—139° 

C,,H,.0,NJ (305,03) 

Ber. 39,349/, C  3,97°9/, H  4,59°9/) Ns 41,61 J, J 

Gef. 39,66 4,14 4,35 41,25. 
In reinem Zustand wenig lichtempfindlich. Beim Aufkochen 
mit Wasser entsteht sofort das jodwasserstoffsaure a-Benzoyl- 
§-oxy-propylamin C,H,CO-O.CH,-CH(OH).CH,NH,, Hu. 

Mit Stearinsiurechlorid und Pyridin entsteht aus dem 
Amid das a-Jod-f-(stearoyloxy)-propyl-y-benzamid 
JCH,-CH(O-CO.C,,H,,)-CH,-NH-CO-C,H,. 

(Ber. J 22,22), Gef. J 22,20). 


1) Mit Herrn Dr. F. Weinmann. 
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Salzsaures «-Jod-f-stearoyl-oxy-propyl-y-amin!) 
JCH,-CH(O-CO-C,,H,,)-CH,-NH,, HCl. Das eben beschriebene 
Jod-stearoyloxypropyl-benzamid (6 g) verfliissigte sich beim Er- 
wirmen mit Phosphorpentachlorid unter Braunfarbung. Nach 
Verjagen des gebildeten Oxychlorids unter geringem Druck 
wurde der Riickstand mit 25 ccm absolutem Alkohol und 
etwas spiter mit 15 ccm n-Salzsiure versetzt. Auf Zusatz 
von Ather erfolgte starke Krystallisation. Aus Methylacetat 
elinzende, verfilzte Nadeln, die zur volligen Reinigung zweck- 
maiBig griindlich mit Ather ausgekocht und dann aus Alkohol 
unter Zusatz von Ather krystallisiert werden. 


C,,H,,0.NJ, HCl (503,73) Ber. C 50,03°% H 8,60°%, Cl 7,04°%/, 
Gef. ,, 50,25 » 8,92 » 6,95 


Das Salz schmilzt nicht sehr scharf bei 90—93°. 

Nach Versuchen des Herrn Magister P. Eckwall lefert 
u-Jod-8-oxy-propylbenzamid mit Laurinsiurechlorid und Pyridin 
in guter Ausbeute ein @-Jod-f-lauroyloxy-propyl-y-benz- 
amid vom Schmelzp. 50—51° SchneeweiBe Nadeln aus ge- 
kihltem Ather. Mit Silbernitrit entsteht in siedendem wiB- 
rigen Athylalkohol ein Monolauro-dioxypropyl-benzamid 
vom Schmelzp. 79—80°. 

Die folgenden Verbindungen sind gemeinsam mit den 
Herren Dr. E. Brand und Dr. F. Dreyer bereitet. 


O, N-Dilauroyl-aminopropylenglykol. 


Aus 2-Phenyl-5-oxymethyl-oxazolidin mit Laurinsiaure- 
chlorid und Pyridin in Chloroform mit nachfolgender Abspaltung 
von Benzaldehyd durch konzentrierte Salzsiure. Krystalli- 
sation aus Hssigither. 


Ber. C 71,14°, H 11,739, N 3,07°%, 
Gef. ,, 71,20 .. 11,98 > 3,02 


Schmelzp. 82—83°. Leicht léslich in warmem Essigester und 
Alkohol, weniger in Ather, sehr wenig in Wasser. 


') Mit Herrn Dr. F. Weinmann. 
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a-Lauroyl-f-palmitoyl-dioxypropyl-y-lauramia., 

Aus der vorigen Verbindung mit Palmitinsiurechlorid. 
Krystallisation aus waBrigem Aceton. 85 °/, Ausbeute. Biischel- 
formige Nidelchen. Schmelzp. 55—56° Leicht ldslich in 
warmem Alkohol, Aceton, Ather, Petrolither, weniger in Me- 
thylalkohol, sehr wenig in Wasser. 


Ber. C 74,39 °, H 12,06 °/, N 2,02 %/, 
Gef. ,, 74,38 12,05 » 2,10 


0,0’°,N-Trilauroyl-y-aminopropylenglykol. 

Aus Aminopropylenglykol mit Laurinsaiurechlorid und 
Pyridin in Chloroform. Krystallisation aus Aceton. 85 °/ 
Ausbeute. Schmelzp. 47—49° Leicht léslich in Chloroform, 
Kssigester, Aceton, Athyl- und Methylalkohol, etwas weniger 
in Ather und fast gar nicht in Wasser. 


Ber. C 73,40°, H 11,86°/, N 2,20%, 
Gef. ., 73,03 ,, 12,06 . 2,10 


Salze des O,O’-Dilauroyl-y-aminopropylenglykol. 
Saures Oxalat: 20 g Trilauroyl-aminopropylenglykol wurden 
mit 3,5 g Phosphorpentachlorid im Claisenkolben innig ver- 
mischt und im Dampfbade so lange erhitzt bis eine homogene, 
etwas gelb gefairbte Schmelze entstanden ist. Das entstandene 
Phosphoroxychlorid wurde bei 60° und 9 mm abdestilliert und 
zum abgekiihlten Riickstand 40 ccm absoluter Alkohol zugesetzt. 
Die beim Umschiitteln entstandene Lésung wurde in kalt ge- 
sittigte wiBrige Oxalsiiurelésung eingegossen. Bald erfolgte 
Krystallisation. Aus Essigester mit Ather seidig glinzende 
Nadeln, Ausbeute 70°/, d. Th. 
Ber. C 63,80°/, H 10,16%  N 2,57°/, 
Gef. ,, 63,91 y 10,41 » 2,58 
Im Capillarréhrchen beginnt das Salz bei 104° zu 
schmelzen, wird aber erst bei 134° klar. Leicht léslich in 
warmem Kssigester, Hisessig, Alkohol, Benzol, schwerer in 
Aceton, noch schwerer in Ather. Beim Kochen mit Wasser tritt 
starke Schaumbildung ohne Lésung ein. 
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Das salzsaure Salz wird durch Umsetzung des Oxalates 
mit krystallisiertem Calciumchlorid in alkoholischer Liésung 
gewoonen. Es ist bedeutend léslicher als letzteres. Zentrische 
Nadelchen aus Kssigester. 


C,,H,,NO,Cl (491,90) Ber. Cl 7,21°,  Gef. Cl 7.10°/, 


Schmelzpunkt wie bei allen derartigen Salzen unscharf. Leicht 
lislich in Alkohol, Essigester, Eisessig, Aceton, Chloroform, 
Tetrachlorkohlenstoff, etwas weniger in Ather und Petroliither, 
so gut wie gar nicht in Wasser. 


a-Lauroyl-f-palmitoyl-y-aminopropylenglykol. 


Das saure Oxalat entsteht aus «-lLauroyl--palmitoyl- 
dioxypropyl-y-lauramid mit Phosphorpentachlorid bei nach- 
folgender Umsetzung mit oxalsauren Salzen. Léslichkeiten 
ihnlich dem oben beschriebenen Oxalates des a, 8-Dilauroyl- 
aminopropylenglykol. Schmelzpunkt ganz unscharf. 


Ber. C 65,84 °%, H 10,55 °/, N 2,38 °/, 
Gef. ., 66,26 » 10,72 »» 2,40 


O, N-Dipalmitoyl-y-aminopropylenglykol. 


Darstellung aus 2-Phenyl-5-oxymethyl-oxazolidin mit 
Palmitylchlorid mit nachfolgender Benzaldehydabspaltung. 
siischelformig vereinigte Niidelchen, die sich wenig in Ather 
und Petrolither, besser in Aceton, noch leichter in Essigester 
lisen. Schmelzp. 90—91° (unkorr.). 


Ber. N 2,47 °/, Gef. N 238°), 


“-Palmitoyl-?-lauroyl-dioxypropyl-y-palmitoylamid. 


Krystallisiert aus Aceton und Kssigester in zentrisch ver- 
einigten Nidelchen. Leicht léslich in Petrolather. Schmelz- 
punkt 56—59° 


Ber. N 1,86 °/, Gef. 1,83 °/,. 
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Saures Oxalat des ae-Palmitoyl-f-lauroyl-y-amino- 
propylenglykol. 


Dieses Salz, das aus der vorhergehenden Verbindung mit 
Phosphorpentachlorid erhalten war, ist schwer léslich in Ather, 
Petrolither und warmem Aceton, leicht in der Warme in 
Essigester, Hisessig und Alkohol. Schmelzpunkt ganz unscharf. 


Ber. N 2,33 °%, Gef. N 2,33 %/, 


Frl. Charlotte Witte habe ich fiir ihre wertvolle Hilfe 
wieder herzlich zu danken. 











Uber «-Monoglyceride hochmolekularer Fettsauren.') 
Von 
Max Bergmann und Sebastian Sabetay. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung, Dresden). 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1924.) 


Auf die Bereitung der e«-Glyceride hochmolekularer Fett- 
siuren haben wir deshalb Wert gelegt, weil sie die Grundlage 
abgeben fiir die Strukturermittlung jener natiirlichen Fettsiiure- 
elyceride, welche zwei oder drei verschiedene Fettsiurereste 
im Molekiil enthalten. Zum Beispiel haben C. Amberger 
und K. Bromig?) die Struktur zweier Stearo-dipalmitine aus 
Giinsefett erschlossen, indem sie zunichst nach der Aceton- 
methode Monostearin bereiteten und in dieses 2 Palmitin- 
siurereste einfiihrten. Anderseits haben sie ein Isomeres durch 
Stearoylieren von Dipalmitin aus «-Jodhydrin erhalten. Das 
erste, iiber Acetonglycerin bereitete Triglycerid soll den Stearin- 
rest in @-Stellung tragen, das zweite, aus Jodhydrin gewonnene 
dagegen symmetrisch gebaut sein, weil beim Ubergang des 
¢-Jod-dipalmitins in Dipalmitin nach Fischers Annahme 
eine Acylverschiebung zu a,e’-Dipalmitin fihren soll. Man 
mu aber vor Augen behalten, da Fischer*) eine Acyl- 
wanderung nur deshalb voraussetzt, weil die aus Jodhydrin 
bereiteten Triglyceride in ihren Eigenschaften abweichen von 
den Priparaten, die aus Acetonglycerin bereitet sind. Letzten 


1) Auszug aus der Inauguraldissertation des Herrn 8S. Sabetay. 
*) Biochem. Zs. Bd. 130, S. 252 (1922). 
5) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 53, S. 1622 u. 1623 (1920). 
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Endes gehen also die gegenwirtigen Ansichten iiber die Struktur 
der sogenannten gemischten Fettsiureglyceride auf die Struktur 
des Acetonglycerins zuriick. Da diese seit Fischers Arbeiten 
wieder fraglich geworden war, war eine Methode erwiinscht, 
welche endgiiltige Klirung iiber die Struktur der wichtigsten 
Fettsiiure Monoglyceride und der damit zusammenhingenden 
Di- und Triglyceride verschafit. 

In der vorhergehenden Mitteilung wurden schon einige 
Griinde fiir die 1,2-Struktur des Acetonglycerins angefiihrt. 
Damit wiire ein indirekter Beweis fiir die Struktur der aus 
Acetonglycerin bereiteten oder damit zusammenhiingenden Fett- 
siureglyceride gegeben. Wir hielten es aber nicht fiir iiber- 
fliissig, auch den direkten Strukturbeweis fiir einige Fettsiure- 
glyceride zu erbringen und haben daher die in der vorhergehenden 
Abhandlung bescbriebene Darstellung des Monobenzol-glycerins 
auf die Derivate von Laurinsiiure und Stearinsiure iibertragen. 
Ausgehend vom Chloroxypropyl-lauroylamid 


CICH, -CU(OH)-CH,-NH-COC,,H., 
baw. vom Chloroxypropyl-stearoylamid 
CICH, -CH(OH)- CH,»NH-COC,,Hg, 
haben wir ohne besondere Schwierigkeit @-Monolaurin 
C,,H,,CO-0-CH,-CH(OH)-CH,-OH 
vom Schmelz. 62—63° und «@-Monostearin 
C,,H,,CO-0-CH,+CH(OH)-CH,-OH 
vom Schmelzp. 82—83° erhalten. Beide Verbindungen waren 
vollig identisch mit den entsprechenden Monoglyceriden, die 
iiber das Acetonglycerin erhalten sind.') Schon die Darstellungs- 
methode und die Analogie mit dem «@-Benzoylglycerin be- 
rechtigten dazu, diese Fettsiureglyceride als @-Derivate zu 
formulieren. 


Vollige Sicherheit itiber ihre Struktur ergab aber erst 
wieder der Nachweis ihrer Asymmetrie aus der optischen 


') EK. Fischer, M. Bergmann u. H. Baerwind, Chem. Ber. Bd. 53, 
S. 1589 (1920). 
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Aktivitat. Kr war hier mit einigen Schwierigkeiten verbunden. 
' Zwar lieBen sich die stickstoffhaltigen Zwischenprodukte, die 
 salasauren Salze der Monoacyl-aminopropylenglykole 


(,,H,;CO-OCH,-CHOH-CH,NH,, HCl 


F und 
(,,H,,CO-OCH,-CHOH-CH,NH,, HCI 


' durch partielle Umsetzung mit zuckersaurem Kali und Riick- 
 yerwandlung der zuckersauren Acylaminbasen in die Chlor- 
hydrate verhiltnismiBig leicht in optisch-aktiver Form ge- 
winnen, aber nach der Behandlung mit salpetriger Siure 
wurden Praparate von Monolaurin und Monostaerin erhalten, 
die optisch voéllig indifferent zu sein schienen und bei keiner 
der iiblichen Untersuchungsmethoden fiir schwach drehende 
Substanzen eine Rotation erkennen lieben. Erst als wir uns 
entschlossen, die Untersuchung in Thionylchloridlésung vor- 
zunehmen, bekamen wir einwandfreie erhebliche Drehungswerte 
(bei Monolaurin z. B. @ = — 0,28° im 1 dm-Rohr bei 5°/, iger 
Lésung) Die giinstige Wirkung des Thionylchlorids beruht 
offenbar darauf, daB es chlorierend auf die Hydroxylgruppen 
wirkt, und so Stoffe entstehen l4B8t, die erheblich stirker aktiv 
sind, als die hydroxylhaltigen Fette. Fiir unsere Zwecke ge- 
niigt der Nachweis, daB unsere Monoglyceride, trotz des Fehlens 
einer direkt nachweisbaren optischen Aktivitaét, ihre Asym- 
metrie durch die leichte Uberfiihrbarkeit in optisch - aktive 
Substanzen erkennen lassen. Sie sind demnach zweifellos 
e-Glyceride und damit ist das sichere Fundament fir die 
Strukturbestimmung aller damit zusammenhingenden Glyceride 
gewonnen. 

Man hat sich vielfach bemiiht, in der Natur Fette von 
ausgesprochener optischer Aktivitit aufzufinden. Obwohl man 
wiederholt sogenannte gemischte Glyceride isoliert hat und 
diese wahrscheinlich mehr verbreitet sind als man friher 
glaubte, konnte doch bisher keine Beobachtung einwandfreier 
Aktivitit mitgeteilt werden, die auf unsymmetrischer Sub- 
stitution des Glycerins beruht. Unsere Versuche an Mono- 
laurin und Monostearin machen solche Miferfolge verstiindlich. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVII. 4 
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Denn obwohl hier Substanzen vorlagen, die zweifellos asym- 
metrisch und mindestens teilweise aktiv waren, konnte weder 
an den freien Glyceriden, noch am Diphenylurethan des Mono- 
laurins, noch am Dibenzoylester des Monostearins die geringste 
Drehung festgestellt werden. Wir haben schlieBlich noch in 
reines, optisch-aktives Dibenzoylglycerin, das in alkoholischer 
Lésung eine recht ansehnliche Drehung aufweist, Stearinsiiure 
eingefihkrt; auch das auf diese Weise bereitete Dibenzoyl- 
a-stearin lieB nicht die geringste Drehung erkennen, obwohl 
das analog bereitete Dibenzoyl-e-nitrobenzoylglycerin noch eine 
spezifische Drehung von 2° in Acetylentetrachlorid zeigt.) 
Gerade dieser Vergleich beleuchtet wieder die Sonderstellung 
der natiirlichen Fettsiuren im Vergleich zu anderen Siiuren.’ 
DaB auch die freien Hydroxyle in solchen Glyceriden an der 
Herabsetzung der Drehungszahlen aktiv beteiligt sind, zeigt 
unsere Beobachtung, daB bei der Behandlung von Monolaurin 
und Monostearin mit Thionylchlorid, also bei Ersatz von 
Glycerinhydroxylen durch Halogen an die Stelle einer schein- 
baren optischen Indifferenz sofort ausgesprochene Aktivitiit 
tritt. Voraussichtlich laBt sich diese’ Beobachtung bei der 
Suche nach natiirlichen optisch- aktiven Fetten verwenden. 
Sobald man einmal in Naturprodukten Mono- oder Diglyceride 
auffindet oder sie daraus durch partielle Hydrolyse gewinnt, 
wird es interessant sein, sie mit einem Chlorierungsverfahren 
nach Art unserer Thionylchloridbehandlung zu untersuchen, 
um so eine latente optische Aktivitit deutlich sichtbar zu 
machen. Wir waren leider bisher noch nicht in der Lage 
derartige Versuche auszufiihren. 

In kolloidchemischer Beziehung bemerkenswert ist das 
Verhalten des salzsauren «-Stearoyl-dioxypropyl-y-amin gegen 
Wasser. In der Hitze entstehen damit, je nach der Wasser- 





1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 957 (1912). 

?) Auf die Verminderung der spezifischen Drehungswerte mit 
wachsendem Fettsiiuremolekiil bei vergleichbaren homologen Reihen 
haben fiir Diglyceride schon Abderhalden und Eichwald, Chem. 
Ber. Bd. 48, S. 1558 (1915), sowie fiir Fettsiiureester von Zucken K. Hess, 
Chem. Ber. Bd. 54, 8. 499 (1921) hingewiesen. 
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| menge, klare Gallerten oder stark schiumende klare Lésungen, 


in der Kalte dagegen seifig-triibe von Krystallen durchsetzte 


| Massen. Diese Verhiltnisse, welche eine genaue Untersuchung 
yverdienen, zeigen, daB fiir das bekannte eigentiimliche Ver- 


halten der Seifen zu Wasser zum erheblichen Teil die be- 
sondere Natur der Fettsiurekomponente verantwortlich zu 
machen ist, wahrscheinlich auch ihr Auftreten in salzartiger 
Bindung, daB aber die Beteiligung des Alkalis als solches 
keine unentbehrliche Voraussetzung zu sein scheint. Bei den 
Seifen, wie bei unserem Ammonsalz haben wir im Molekil 
eine Atomgruppe, welche gewoéhnlich wasserléslich macht, 
verbunden mit dem wasserfremden Rest der hochmolekularen 
Fettsiure. 


a-Chlor-8-oxypropyl-y-lauroylamid, 
Cl. CH,» CH(OH)-CH,-NH-COC,,H,, . 


Bei der Lauroylierung des 2-Phenyl-5-chlormethyloxy- 
zolidin!) mit Laurinsiurechlorid tritt als Zwischenprodukt das 
2-Phenyl-3-lauroyl-5-chlormethyl-oxazolidin 


Cl-CH,-CH-CH, 
| | 
O N-CO-C,,Hos 
use 
CH-C,H, 


auf, Wir haben aber auf seine Isolierung verzichtet und sofort 
Benzaldehyd abgespalten, um zu dem in der Uberschrift ge- 
nannten Produkt zu gelangen. 

Die Lésung von 10 g Phenyl-chlormethyl-oxazolidin in 
wenigen Kubikzentimetern wasserfreiem, reinem Chloroform 
wurde erst mit 5 g Pyridin und dann portionsweise mit 11 g 
reinem Laurinsiurechlorid bei 0° versetzt und dann 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Nun wurde zuniichst das 
Chloroform unter geringem Druck zum gréferen Teil verdampft 
und das Ol sofort mit 25 g rauchender Salzsiiure etwa 10 Mi- 


1!) M. Bergmann, F. Radt und E. Brandt, Chem. Ber. Bd. 54 
S. 1645 (1921). 
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nuten bei 0° geschiittelt. Dabei tritt schnell kraftiger Geruch 
nach Bittermandelél auf. GieBt man jetzt in Wasser, fiigt 
etwas Petroltaher zu und bewahrt einige Stunden bei 0° auf, 
so tritt reichliche Krystallisation ein. Nach dem Absaugen 
wischt man mit Wasser und mit Petrolither, trocknet auf 
Ton und krystallisiert aus Tetrachlorkohlenstoff unter Zusatz 
von Petrolather um. Ausbeute 10 g. 


0,2036 g Subst. gaben 8,55 cem N (20°, 762 mm, iiber 33°/, KOH). 


0,1622 ¢ ,, »  0,0812 g AgCl. 
C,;H,,0,NCI (291,70) Ber. N 4,80°/, Cl 12,16°/, 
Gef. ,, 4,83 12,88 


Schmelzp. 54—55°. Mikroskopische, meist viereckige 
Blatter, die sich leicht in Methyl- und Athylalkohol, Ather, 
Chloroform, auch in Aceton und KEssigiither, ferner in warmem 
Benzol und warmem Tetrachlorkohlenstoff lésen, dagegen sehr 
schwer in Petrolither und Wasser. Mit Thionylchlorid ent- 
steht das salzsaure Salz des 2-Undecyl-5-chlormethyloxazolin 


CICH, -CH-CH,-N=C-(C,; Ha, - 
a 
Ber, Cl (ion.) 11,43°/, Gef. 11,49°/, 


Schmelzp. 96—98°. Leicht léslich in Wasser, durch mehr 
Wasser wird das Salz unter Abscheidung eines Oles (des freien 
Oxazolins) hydrolytisch gespalten. Spielend léslich in Mineral- 
siiuren, die besonders in der Wiirme rasch umlagern ins salz- 
saure «-Chlor-f-lauroyloxy-propylamin 


CICH,-CH(OCOC,,H,,)-CH,-NH,, HCl. 
Ber. Cl (ion.) 10,81°/, Gef. 11,0°/, 


Schmelzp. 86—87°. 

Beim Kochen des oben beschriebenen chlorierten Amids 
mit Jodnatrium in Acetessigesterlésung unter Lichtabschluf 
erhielten wir Jodoxypropyl-lauroylamid. Es krystallisiert 
nach dem Verdampfen im Vakuum und bildet nach mehr- 
maliger Krystallisation aus verdiinntem Methylalkohol schnee- 
weise, flache Nadeln oder lingliche Blitter, oft zentrisch ver- 
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i einigt vom Schmelzp. 55—56° unter Gelbfarbung. Ausbeute 
75°/) d. Th. 


C,,H,,0,NJ (383,25) Ber. C 46,98°/, H 7,89°/, 
Gef. ,, 47,20 » 8,21 


Salzsaures a-Lauroyloxy-f-oxy-propyl-y-amin, 
C,,H,,CO-0-CH,-CHOH-CH,-NH,, HCl. 

Erhitzt man das zuvor beschriebene chlorierte Amid mit 
der mehrfachen Wassermenge unter hiufigem, kriftigem Schiitteln 
11/, Stunden im lebhaft siedenden Wasserbad, so ist alles 
Halogen ionisiert und die Laurinsiure vollstindig vom Stick- 
stoff an den Sauerstoff gewandert. Man verdampft die klare, 
farblose, sehr stark schiumende Liésung auf dem Wasserbad, 
trocknet scharf im Exsiccator und krystallisiert aus Chloroform 
unter Zusatz von Ather. Ausbeute gegen 75°/, d. Th. Statt 
die Reaktionsfliissigkeit erst einzudampien, kann man auch das 
salzsaure Salz direkt durch Zusatz rauchender Salzsiure bei 0° 
abscheiden. Perlmutterglinzende Blatter, die sich leicht in 
Alkohol, Eisessig und Chloroform lésen, schwerer in Essigither, 
Aceton und Tetrachlorkohlenstoff, sehr schwer in Ather und 
Petrolither. Das Salz lést sich leicht in Wasser und beim 
Schiitteln der Lésung mit Luft entsteht rasch ein bestindiger 
Schaum. Ein deutlicher Schmelzpunkt laB8t sich fiir das Salz 
nicht angeben. Die Verfliissigung beginnt von 70° an, aber 
es bleibt ein Skelett, das auch bei 150° noch nicht ver- 
schwunden ist. 

0,1592 g Subst. verbrauchten nach Volhard 5,18 cem n/10-AgNOQ,. 


0,2754g¢ ,, m a 8,83 ecm n/10-AgNOQ,. 
0,1140g =, gaben 4 45 eem N (23,, 759 mm, iiber 33°/, KOH). 
C,,H;,03;N, HCl (309,72) Ber. Cl 11,44°/, N 4,52°/, 
Gef. ,, 11,54, 11,37 » 4,87 


Die Wanderung des Lauroylrestes vom Stickstoff zum 
Sauerstoff, welche der eben beschriebenen Gewinnung des 
salzsauren Salzes zugrunde liegt, verlauft in zwei Phasen. 
Arbeitet man in Gegenwart von 1 Mol. Kalilauge, um den ge- 
bildeten Chlorwasserstoff sofort unschidlich zu machen, so 
erhilt man ein Produkt, das den Laurinsiurerest gleichzeitig 
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mit Stickstoff und Sauerstoff verbunden trigt. Wahrscheinlich 


hat es die Formel eines 2-Undecyl-5-oxypentoxazolins : 
CH, -CH(OH)-CH, 7 
| | D 
Q ° C(C,, H,3)==N : 


und stellt das Zwischenprodukt der zuvor beschriebenen Acy]- 
wanderung vor. 

2 g Chloroxypropyl-lauroylamid wurden mit i0 ccm n-Kali- 
lauge unter dauerndem, kriftigem Schiitteln 5 Minuten im 
siedenden Wasserbad erhitzt. Die nach dem Abkiihlen erstarrte. 
wasserunlésliche Masse wurde nach sorgfiltigem Waschen auf 
Ton getrocknet und aus Methylalkohol unter Zusatz von Wasser 
krystallisiert. | 





0,1094 g Substanz gaben 0,2820 g CO, und 0,1128 g H,O. 
C1;HO,N (255,23) Ber. C 10,53 %, H 11,45°/, 
Gef. ,, 70,30 »» 11,54 
Schmelzp. 75—76°. 

Wir haben das e-Lauroyl-y-aminopropylenglykol auch in 
seine Benzaldehydverbindung, das 2-Phenyl-5-(lauroyl- 
oxymethyl)-oxazilidin 

CH,(0-COC,,H,,): CH—————CH, 


O- CH(C,H,)- NH 

verwandelt. Dafiir wurde 1 g des zuvor beschriebenen Chlor- 
hydrats in 70 com Wasser mit 1 g Pottasche und 0,7 g Benz- 
aldehyd 15 Minuten geschiittelt und das abgesaugte Produkt 
mit Wasser und Petroliither gewaschen und aus letzterem 
Mittel krystallisiert. Biischlige Nadeln vom Schmelzp. 62°. 

C,,H,30,N (361,28) Ber. C 73,079), H 9,76%,  N 8,87%o 

Gef. ,, 72,62 > 10,07 y 4,05 





1) AuBerdem kiime noch die Oxazolinstruktur 
CH,(OH): CH-—————-CH,, 


| | 

0 - C(C,, H,,)=N 
in Betracht; denn bei Gegenwart von Alkalien findet bei solchen Stoffen 
leicht Umlagerung statt. Ein Beispiel werde ich demniichst mit Herrn 
F. Weinmann an anderer Stelle mitteilen. Wir haben vorerst die leicht 
zu entscheidende Frage nicht gekliirt, weil sie fiir die hier gestellte Auf- 
gabe nebensichlich ist. 





Uber a-Monoglyceride hochmolekularer Fettsiuren. 55 


Wir haben weiter in das Oxazolidin nach der Pyridin- 
methode einen Stearinsiurerest eingefiihrt und Benzaldehyd 
abgespalten. Uber das erhaltene O-Lauroyl-N-stearoyl-amino- 
propylenglykol vom Schmelzp. 98° werden wir spiter mehr 
berichten. Wir wollen es zur Bereitung eines Lauro-stearins 
verwenden. 

Zur Umwandlung ins 1,2-Dioxypropyl-lauroylamid 


CH,(OH)- CH(OH)- CH, NH-CO-C,,Hys 
wurden 0,3 g des oben beschriebenen salzsauren Lauroyl-oxy- 
oxypropylamin in 20 ccm warmem Wasser gelést und mit 
1 com n-Kalilauge versetzt. In der Kilte erfolgt reichliche 
Krystallabscheidung. Nach der Krystallisation aus Chloroform 
mit Petrolither lag der Schmelzpunkt bei 99—100°. 


0,1251 g Substanz gaben 0,3014 g CO, und 0,1300 g H,0. 


0,1964g ,, » 9,4 ecm N (21°, 743 mm, ib, 33°/,ig. KOH). 
C,;H;,0,N (273,25) Ber. C 65,88°/, H 11,44°/,  N 5,12%, 
Gef. ,, 65,71 11,63 5,35 


a-Monolaurin. 


4g salzsaures «-Lauroyl-dioxypropylamin werden in 40 ccm 
50 °/, iger Kssigsiure gelést und bei 0° mit der konz. Liésung 
von 4¢ reinem Natriumnitrit (grofer UberschuB) in mehreren 
Portionen versetzt. Unter lebhafter Stickstoffentwicklung scheidet 
sich ein schwach gelblich gefirbtes Ol ab, das sich bald am 
Boden sammelt. Man nimmt nach etwa 1 Stunde und nach 
Hinzufiigen von etwas Wasser mit Ather auf, wiischt griindlich 
mit Wasser, versetzt bei 0° portionsweise mit 5 n-Salzsiure 
und ebenfalls in kleinen Dosen mit Zinkstaub, bis bei dauern- 
dem lebhaften Durchschiitteln die Atherlésung nicht mehr mit 
Diphenylamin—Schwefelsiure die bekannte Blaufirbung gibt. 
Man kann die Wirkung des Zinkstaubs beschleunigen, indem 
man eine Spur Platinchlorid zusetzt. Man kommt dann ge- 
wohnlich mit etwa 25 ccm Saéure und 20 g Zinkstaub in 
20 Minuten zum Ziel. Jetzt wird der Atherteil griindlich mit 
Wasser, Bicarbonat, Salzsiure und wieder mit Wasser ge- 
waschen, verdampft und der Riickstand aus Petrolither kry- 
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stallisiert. Verzichtet man auf die Behandlung mit Zinkstaub, 
so erhilt man ein Glycerid, das viel Stickstoff (0,5—1° ) 
enthalt. 

Fettig glinzende Platten vom Schmelzp. 62—63°% Bei 
der gleichen Temperatur lag der Schmelzpunkt eines Gemisches 
mit dem Monolaurin, daB nach der Acetonglycerinmethode 
gewonnen wird. Ausbeute nur 2,3 g, weil bei der Zinkstaub- 
behandlung viel verloren geht. 

0,1310 g Substanz gaben 0,3161 g CO, und 0,1304 g H,0. 

0,2241 g a verbrauchten bei der Bestimmung der Verseifungs- 
zahl 8,02 eem n/10-KOH. 

C,5H5,0, (274,24) Ber. C 65,63°/, H 11,03°/, Vereeifungsz. 204,6°/, 
Gef. ,, 65,81 —,, 11,14 200,8 

Das Priiparat erwies sich bei Stickstoffbestimmung nach 

Pregl als vollig stickstofffrei. 


Spaltung des e-Lauroyloxy-f-oxy-propyl-y-amin in 
die optischen Komponenten und Verwandlung in die 
Monolaurine. 


Wir nennen hier jene aktive Komponente des Amins 
d-Form, die als salzsaures Salz in alkoholischer Lésung 
nach rechts dreht. 

Die Spaltung des lauroylierten Dioxypropylamins beruht 
auf der gréBeren Krystallisationstendenz des sauren zucker- 
sauren d-Amins aus Wasser. Der Versuch, welcher am besten 
durch Umsetzen des salzsauren Salzes mit saurem, zucker- 
saurem Kalium in wiBriger Lésung vollzogen wird, gelingt 
aber nur dann einigermaBen befriedigend, wenn man das salz- 
saure Salz des inaktiven Amins mit der Hilfte der theo- 
retischen Menge an zuckersaurem Kali zusammenbringt. Man 
erhalt dann bald farblose, mikroskopische Drusen, die wir mit 
Wasser gewaschen und dann zunichst mit wenig Salzsiure 
zersetzt und mit mehr und starker Salzsiiure als Chlorhydrat 
wieder abgeschieden haben, um durch die optische Unter- 
suchung ein Bild von der erzielten Aktivitit zu gewinnen. 
Man mu8 die Fraktionierungsoperation je nach dem Ausfall 
drei- bis fiinfmal wiederholen, bis der héchste auf diese Weise 
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: erreichbare Drehungswert erzielt ist. Sobald die Drehung des 
- salzsauren Salzes erheblich geworden ist, kann man die Menge 
' des nunmehr zur weiteren Spaltung verwendeten zuckersauren 
' Kaliums auf 3/, Mol. erhéhen. Hat man Impfkrystalle des 
- quckersauren d-Amins, so geniigt meist schon zweimalige Frak- 


tionierung mit Zuckersiiure. Wir erhielten z. B. aus 12 g in- 
aktivem Chlorhydrat bei zweimaliger Operation 3g héchst- 
drehendes d-Chlorhydrat, also immerhin 50°/, d. Th. Man kann 
die Ausbeute durch systematische Behandlung der Mutterlaugen 
mit halbmolekularen Mengen Zuckersiuren noch erhéhen und 
schlieBlich aus den letzten Mutterlaugen mit Salzsiiure das 
1-Chlorhydrat abscheiden. 


Das d-Chlorhydrat zeigte[«]}* = 


(in absol. Alkohol). 

Andere Priparate gaben gut iibereinstimmende Werte. 
Beim 1-Chlorhydrat, das wir nicht ganz bis zur Erreichung der 
Héchstdrehung fraktioniert haben, war [a]j* = — 11,0°. 

Bei der Umwandlung unseres salzsauren d-Lauroyloxy-oxy- 
propylamin ({@], = + 12,5°) in @-Monolaurin erhielten wir 
ein Monoglycerid vom Schmelzp. 62—63°, das in 20°/, iger 
alkoholischer Liésung auch im 2 dm-Rohr keine wahrnehmbare 
Drehung zeigte, auch nicht auf Zusatz von Borsiure. Die 
Stearylierung mittels Siurechlorid und Chinolin ergab mit 80°/, 
Ausbeute ein «-Lauro-e’, 8-distearin') vom Schmelzp. 49—50°, 
das in Acetylentetrachloridlésung (14°/,) und im 1 dm-Rohr 
wiederum keine erkennbare Ablenkung der Polarisationsebene 
erkennen lieB. Mit Phenylisocyanat (Diphenylurethan des Mono- 
laurins) war das Ergebnis nicht besser. Auch ein Monolaurin, 
das ohne Kinschaltung einer Zinkstaubreduktion aus dem ak- 
tiven Aminsalz bereitet war, zeigte keine Drehung. 

Der einwandfreie Nachweis der Asymmetrie des Mono- 
laurins (aus d-Chlorhydrat) gelang schlieBlich durch Auflésen 
in reinem Thionylchlorid. Dabei findet allerdings eine che- 


+ 0,23° x 1,3302 


-- — os -f- 12,40 
1 X 0,779 X 0,03 


1) F. Fischer, M. Bergmann u. H. Baerwind, Chem. Ber. 
Bd. 53, S. 1603 (1920). 
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mische Umwandlung statt. Nach den bekannten Erfahrungen 
diirfte im wesentlichen Chlorierung eintreten. Dabei kann viel- 
leicht, ebenso wie beim vorhergehenden Ersatz der Amino- 
gruppe gegen Hydroxyl, teilweise Racemisierung eintreten. Aber 
das ist fir unsere Beweisfiihrung hier nebensiichlich. Da wir 
chemisch reines Monolaurin verwendet haben und die Lisung 
in Thionylchlorid hinterher optische Aktivitit zeigte, muB das 
benutzte Monolaurin aus d-Chlorhydrat aktiv und asymmetrisch 
gewesen sein, wenn es auch selbst keine erkennbare Drehung 
zeigte. Als 0,1157 g a@-Monolaurin aus d-Chlorhydrat mit 
Thionylchlorid iibergossen wurden, trat unter Aufzischen und 
Bildung von Chlorwasserstoff und schwefliger Siure Lésung 
ein. Gesamtgewicht 2,265 g. Im 1dm-Rohr trat eine Ab- 
lenkung der Polymerisationsebene um 0,28° nach links ein. 


Als derselbe Versuch mit einem Monolaurin aus 1-Chlor- 
hydrat angestellt wurde, trat Rechtsdrehung ein. Durch be- 
sondere Versuche haben wir uns iiberzeugt, daB beim Aut- 
lésen von d,l-Monolaurin im gleichen Thionylchloridpriparat 
keinerlei optische Aktivitét auftrat. 


a-Chlor-f-oxypropyl-y-stearoylamid, 
CICH, -CH(OH)-CH,-NH-COC,,H,;. 


Seine Bereitung aus 2-Phenyl-5-chlormethyloxyazolidin und 
Stearinsiiurechlorid vollzieht sich ganz abnlich wie die Bildung 
der weiter oben beschriebenen entsprechenden Lauroylverbindung. 
Auch hier wird aus Tetrachlorkohlenstoff mit Petrolither um- 
krystallisiert. Ausbeute sehr befriedigend. 


0,1723 g Substanz gaben 6 cem N (20°, 750 mm, iiber 33°)- 
igen KOH). 
0,1647 g eines anderen Priiparats gaben 5,90 ccm N (22°, 744 mm). 
0,1256 g Substanz gaben 0,0488 g AgCl (Carius). 
C,,H,,O,NCI (375,80) Ber. N 3,72 Cl 9,43 
Gef. ,, 3,94, 3,99 , 9,61 


Schmelzp. 77—77,5° nach geringer Sinterung. Diinne 
rhombische Platten. Mehr oder weniger leicht léslich in allen 
warmen organischen Lésungsmitteln auBer Petroliather. 











n 
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Salzsaures «-Stearoyloxy-f@-oxy-propyl-y-amin, 
(,,H,,;CO-0-CH,-CH(OH)-CH,-NH,-HCL. 


Wird das eben beschriebene Amid mit der 15 fachen 
Wassermenge 31/, Stunden im siedendem Wasserbad erhitzt, 
so ist klare Lésung entstanden und alles Halogen ionisiert. 
Man fallt bei 0° mit rauchender Salzsiure oder verdampft 
auf dem Wasserbad, trocknet den Riickstand scharf im Vakuum 
und krystallisiert aus Chloroform unter Zusatz von Ather um. 
Ausbeute 70°/, d. Th. Schéne perlmuttergliinzende Tafeln 
oder Blatter, die keinen ausgepriigten Schmelzpunkt zeigen. 
In der Wirme in Alkohol und Hisessig léslich. Mit warmem 
Benzol, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff und Essigither ent- 
stehen mehr oder weniger getriibte Fliissigkeiten. Sehr wenig 
lisen Aceton und besonders Ather und Petroliither. Besonders 
eigentiimlich ist das Verhalten des Salzes gegen Wasser. Mit 
der mehrfachen Wassermenge entsteht in der Siedehitze eine 
von Blaschen durchsetzte, aber an sich glasklare gallertige 
Masse, die beim Abkiihlen diinnfliissig und triibe wird und lang- 
sam mikroskopische Krystalle von nicht sehr schéner Ausbildung 
absetzt, welche dem bloBen Auge einen seifig-schmierigen EKin- 
druck machen. Nimmt man mehr Wasser, so erhilt man in 
der Siedehitze eine klare, wenn auch etwas dickfliissige Lé- 
sung, die leicht schiumt und beim Abkiihlen triibe wie Seifen- 
lésung wird. 

C.,H,0,N, HCl (393,81) Ber. N 3,55, Cl 9,00°/, 
Gef. ,, 3,89 5, 9,04 


Die Benzaldehydverbindung, das 2-Phenyl-5-(ste- 
aroyloxymethyl)-oxazolidin (Darstellung und Formel ent- 
sprechend der weiter oben beschriebenen analogen Laurinsiure- 
verbindung) bildet aus Ather lingliche Tafeln vom Schmelz- 
punkt 80°. 

CysH,,O3N (445,88) Ber. C 75,44°/, H 10,63, N 3,14°/, 

Gef. ,, 75,54 » 10,29 » 3,48 

a, 8-Dioxypropyl-stearoylamid, CH,OH-CHOH.CH,- 
NH-CO-C,,H,, bildet sich, wenn das eben beschriebene salz- 
saure Salz in der 50-fachen Wassermenge gelést, mit der 
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theoretischen Menge Alkalilauge versetzt wird. Nach dem Ab- 
saugen wird in Chloroform gelést und mit Ather wieder ab- 
geschieden. Unser Priiparat schmolz nicht sehr scharf gegen 
105° 

Ber. N 3,92°/, Gef. N 4,05°/, 


a-Monostearin, 
C,,H,;CO-O-CH,-CH(OH)-CH,OH. 


Man arbeitet hier am besten bei Zimmertemperatur. 2 ¢ 
Stearoyloxy-oxypropylamin-chlorhydrat werden in 50 ccm 
warmem Hisessig gelést, unter Schiitteln rasch auf 20° gekiihlt 
und unbekiimmert um das wieder abgeschiedene Salz portions- 
weise mit einer Lésung von 3 g Natriumnitrat in wenig Wasser 
versetzt. Beim dauerndem Schiitteln tritt bald véllige Lésung 
ein. Nach einigem Stehen wird mit Wasser versetzt, mit 
Essigitther aufgenommen, mehrmals mit nicht zu wenig Wasser 
gewaschen, mit Zinkstaub und Salzsiure von Stickoxyden be- 
freit, wieder sorgfiltig mit Wasser, Bicarbonat und Salzsiure 
gewaschen und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck 
verjagt. 

Krystallisation zuerst aus Chloroform unter Zusatz von 
Petrolither, dann aus Ather oder Petrolither. Rautenférmige 
Tafeln. Schmelzp. 81—82°. Mischschmelzpunkt mit dem nach 
der Acetonmethode erhaltenen Priparat ebenfalls 81—82°. 
Quantitative Stickstoffprobe nach DumasPreg] vollig negativ. 

C,,H,,0, (358,34) Ber. C 70,32°/, H 11,81°/,  Vers.-Z. 156,5°/, 

Gef. ,, 70,36 y 11,65 «38,5 

Das Priparat glich in jeder Beziehung dem von Fischer, 

Bergmann und Baerwind aus Acetonglycerin erhaltenen. 


Spaltung des 1-Stearoyloxy-oxy-propylamin in die 
optischen Komponenten. 


Die Spaltung wurde hier, ganz wie oben beim analogen 
Derivat der Laurinsiure beschrieben, mit Hilfe von zucker- 
saurem Kali vorgenommen, und zwar haben wir auf 1 Mol. 
Aminchlorhydrat (in Alkohol gelést) ein halbes Mol. zucker- 
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saurem Kalium (in Wasser gelést) angewandt. Man vermischt 
peide Teile heiB und setzt so lange wenig Wasser zu, bis eine 
klare Lésung entstanden ist. In der Kilte scheiden sich 
dann gebogene verfilzte Nadeln ab, die aus dem zuckersauren 
Amin bestehen. Da es manchmal noch mit salzsaurem Salz 
vermischt ist, muB es mit Chloroform ausgelaugt werden. Nach 
dreimaliger Fraktionierung durch Verwandlung in zuckersaures 
Amin und jedesmalige Riickverwandlung in salzsaures Salz 
(in Alkohol mit starker Salzsiure) war die Drehung der 1,2°/,- 
igen Lésung in absolutem Alkohol bei 41° im 1 dm-Rohr 
+0,10° Das entspricht einer spezifischen Drehung von etwa 
+. 10,5 °, 

Die Umwandlung des aktiven Salzes mit salpetriger Siure 
gab ein @-Stearin, das in allen iblichen Lésungsmitteln, die 
wir untersucht haben, keine erkennbare Drehung zeigte. In 
Thionylchlorid fanden wir dagegen bei einer Konzentration 
von 10°/, im */, dm-Rohr 10 Minuten nach der Auflésung eine 
Ablenkung von 0,15° nach links. 


Dieser Wert ist aus den weiter oben gekennzeichneten 
Griinden naturgemiB keine Konstante. 
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Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
2. Mitteilung. 


Uber die chemische Natur des Kathimoglobins. 
Von 


Dr, med. et rer. nat. Felix Haurowitz, Assistent. 





(Aus dem med.-chem. Institut der deutschen Universitit in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1924.) 


Bei der in einer spiteren Mitteilung zu beschreibenden 
Untersuchung iiber die Bildung von Methimoglobin durch die 
Einwirkung verschiedener Substanzen auf den Blutfarbstoff 
war auch die Einwirkung des Formaldehyds untersucht worden. 
Nach Takayama!) vermag Formaldehyd den Blutfarbstoff in 
Methimoglobin umzuwandeln. Durch weiteren Zusatz von 
Alkohol soll nun die Farbe in Rot itibergehen und aus dem 
Methaimoglobin nach Takayama und Dilling?) Kathimo- 
globin entstehen, eine Verbindung, die zum ersten Male you 
Arnold’) und van Klaveren‘*) beschrieben worden war. 


Die Versuche Takayamas waren an Blutkérperchensuspensionen 
durchgefiihrt worden. Sein ,,Methiimoglobin“ hatte die Farbreaktionen 
des reinen Methiimoglobins mit Na,CO,, mit KCy und mit H,O, ver- 
missen lassen. Takayama fiihrt dies darauf zuriick, daB die durch 
Formol geharteten Blutkérperchen den Austritt des Farbstoffes und damit 
das Kintreten der Reaktion verhindert hatten. 

Ob hier ein Methimoglobin vorliegt, ist demnach doch nicht zweifel- 
los sichergestellt. Ebenso oder vielleicht in noch héherem Grade un- 
sicher erscheinen die Angaben betreffend die Einheitlichkeit und Iden- 
titiit der nach verschiedenen Methoden dargestellten, als Kathiimoglobin 
bezeichneten Substanzen. — Arnold’) hatte beim Neutralisieren einer 
mit alkoholischer NaOH gekochten Suspension von roten Blutkérperchen 
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eine Lésung erhalten, die beim Verdiinnen mit Wasser nach Neutrali- 
sation einen roten Niederschlag ausfallen lieB und ein typisches, dem 
Oxyhiimoglobin ahnliches Spektrum besa’, das er genau beschrieben hat. 
Er faBte den Kérper — ohne ihn zu analysieren — als neutrales Hiimatin 
auf, da er beobachten konnte, daB die Lésung bei Alkalizusatz das 
Spektrum des alkalischen Hiimatins zeigte. Van Klaveren‘) konnte 
leicht nachweisen, daB der rote von Arnold beschriebene Farbstoff 
noch EiweiB enthielt, jedoch weniger Eisen als der Blutfarbstoff. Der 
Stickstoffgehalt stimmte mit jenem des Blutfarbstoffes ungefahr tiberein. 
Das abgespaltene Eisen war nach van Klaveren zum Teil als Kat- 
hiimoglobin — so nannte er den von Arnold beschriebenen Farbstoff — 
in Lésung, zum Teil als ,,wasserlésliche organische Verbindung, welche 
von Pergamentpapier bei Dialyse durchgelassen wird“. In der Folge- 
zeit warden mehrfach Kathimoglobine dargestellt, das hei&t Blutfarb- 
stoffderivate, die in Wasser unléslich sind, in neutralem salzhaltigen 
Alkohol ein typisches Absorptionsspektrum zeigen, bei Reduktion das 
Spektrum des Himochromogens liefern, bei Alkalizusatz jenes des alka- 
lischen Hiimatins. — Formanek erhielt solehe Kérper durch Einwirkung 
von Chloroform auf Oxyhiimoglobin bei 55°, Dilling, wie erwiihnt, 
durch Behandlung von Blut mit Formaldehyd, ferner durch Einwirkung 
von Chloroform auf Methimoglobin in der Kilte, Takayama durch 
die Kinwirkung von HCOH und von Jodaten. 


Van Klaveren priizisiert die Natur seines Kathimo- 
clobins dahin, da dasselbe ein dem Himoglobin nahe- 
stehendes Protein sei, das sich von diesem durch den ge- 
ringeren Eisengehalt unterscheide. Nach Takayama nimmt 
dagegen das Kathimoglobin eine Mittelstellung zwischen 
Methimoglobin und Haimatin ein. 


Ks geht jedoch aus den Versuchen durchaus nicht 
hervor, daB das Kathimoglobin eine einheitliche Substanz 
sel. Abgesehen von einigen Hisen- und Stickstoff bestimmungen 
van Klaverens ist eine quantitative Analyse der Vorginge 
bei der Kathimoglobinbildung nie durchgefiihrt worden. Es 
ist nicht zu ersehen, ob auch durch HCOH bzw. CHCl, Eisen 
abgespalten wird, ob das Kathimoglobin nicht etwa nur ein 
Gemenge des Globins mit der bereits abgespalteten prosthe- 
tischen Gruppe des Blutfarbstoffes sei. In Hinblick auf diese 
vielfach liickenhaften Befunde wurde versucht, die Bildung 
und Zusammensetzung des Kathaimoglobins aufzu- 
kliren, 
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I. Uber die Darstellung des Kathimoglobins. 


Die fiir die folgenden Untersuchungen notwendigen Kat. 
himoglobinpriparate wurden genau nach den in der Literatur 
beschriebenen Verfahren dargestellt; doch diente als Ausgangs. 
material nicht die vielfach angewandte Blutkérperchensuspension, 
sondern eine entsprechend konazentrierte Lésung von dreimal 
umkrystallisiertem reinen Oxyhimoglobin, das nach dem in 
meiner ersten Mitteilung®) beschriebenen Verfahren gewonnen 
war. Ks wurden auf diese Weise drei Gruppen von Substanzen 
erhalten, und zwar das durch die Kinwirkung alkoholischer 
NaOH erhaltene Kathimoglobin van Klaverens‘), die durch 
Chloroformwirkung entstehenden Kathimoglobine nach For. 
manek®) bzw. Dilling’) und das durch HCOH gebildete Kat- 
himoglobin nach Dilling?) baw. Takayama.}) 


Das Priiparat ,,Dilling I“ wurde durch Behandlung einer 1°/,igen 


OHb-Lésung mit Ferricyankalium, Schiitteln des erhaltenen Methiimo- ; 


globins mit 2°/, Chloroform, Waschen des roten Niederschlages mit 
Wasser und Trocknen bei Zimmertemperatur gewonnen. — Priiparat 
»Dilling II“ wurde aus einer 10 °/,igen OHb-Liésung durch Zusatz 
von HCOH, bis dessen Konzentration 10 °/, betrug, erhalten. Nach 
2 Tagen wurde der braune Niederschlag abfiltriert, mit Wasser, dann 
mit 96 °/,igem Alkohol gewaschen und bei Zimmertemperatur getrocknet 
— Das Priparat ,,.Formanek“ wurde aus einer 10 °/, igen OH b-Lésung 
durch Schiitteln mit 5 °/, CHCl, und Erwirmen anf 55° dargestellt. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert, mit Wasser, dann mit Alkohol und Ather 
gewaschen und schlieBlich bei Zimmertemperatur getrocknet, — Zu 
Darstellung des Kathimoglobins ,van Klaveren“ wurden 100 cem 
einer 25 °/,igen OHb-Lésung mit 200 cem 96 °), igen Alkohols und 2 cem 
35 °/,iger KOH auf 60° erwiirmt, mit HCl neutralisiert, schnell ab- 
gekiihlt und mit viel Wasser verdiinnt. 


Bei der Darstellung einiger dieser Substanzen wird mit 
starkem Alkohol behandelt. Um nun die Einwirkung des 
reinen Alkohols vergleichsweise kennen zu lernen, wurde eine 
20°/,ige Oxyhimoglobinlésung durch allmihliches Zufiigen 
von 96°/,igem Athylalkohol unter stindigem Umrihren bei 
Zimmertemperatur eben gefallt; die amorphe Fallung wurde 
dreimal mit 96°/,igem Alkohol gewaschen. So wurde ein 
Pulver erhalten, das in bezug auf Farbe, Spektrum und 
Léslichkeit dem Kathimoglobin glich. Es wurde parallel 


-— =, +. G. Ge S 





ame feo 








TREN CS oa 


Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 65 


mit den anderen Priparaten untersucht und wird im folgenden 
- Kathimoglobin aus Alkohol bezeichnet. 


Vor dem Kingehen auf die Untersuchung des Kathimo- 
globins sei titber die Kinwirkung des Formaldehyds aut 


den Blutfarbstoff berichtet. Setzt man verdiinnten Form- 
-aldehyd zu einer reinen 20°/,igen Oxyhiimoglobinlésung, so 
dab die Konzentration des HCOH 0,2°/, betrigt, so entsteht 
unter allmahlicher Brauntiirbung Methimoglobin. 


Die braune Lésung zeigt das typische Absorptionsspektrum des 


| Methiimoglobins, das auf Zusatz von Na,CO, in jenes des alkalischen 
Methiimoglobins iibergeht, mit KCy das Spektrum des Cyanhiimoglobins 
- zigt, mit Na,S,O, jenes des reduzierten Himoglobins und mit KF jenes 
_ des Fluormethimoglobins. Die Lésung enthilt keinen lecker gebundenen 
' Sauerstoff. Durch Zusatz von 20°/, Alkohol in der Kilte ist jedoch 
keine Krystallisation zu erzielen, wihrend das als Kontrollprobe auf- 
| gestellte Ferricyanidmethimoglobin in schénen Nadeln ausfillt. — Bei 
2 Tage lang dauerndem Aufenthalt im Eisschrank tritt Reduktion zu 
| Himoglobin ein und der Geruch nach HCOH verschwindet. Das ent- 
» standene Hiimoglobin geht beim Schiitteln sofort in Oxyhiimoglobin iiber. 
Es gelingt jedoch auch hier nicht, dieses zur Krystallisation zu bringen. 


Wird dagegen zu der gleichen Oxyhiimoglobinlésung so viel 


Formaldehyd zugesetzt, daB dessen Konzentration 10°/, be- 
 triigt, so wird die Lisung allmihlich viscés und erstarrt schlieB- 
lich gallertig. Gleichzeitig geht die Farbe von Rot in Braun 
iiber. Die Gallerte zeigt, auch in diinne Schicht gepreft, kein 
typisches Absorptionsspektrum. Sie ist braun, unldslich in 
_ Wasser und Alkohol, auch in warmem salzhaltigen Alkohol; 
‘beim Waschen mit Alkohol fiirbt sie sich rot, gleicht also 
dem yon Dilling beschriebenen Kathimoglobin. 


Man erhilt demnach bei EKinwirkung kleiner Mengen 


HCOH wenigstens im wesentlichen Methiimoglobin. Dies 
| steht im Kinklang mit den schénen Untersuchungen Heubners%), 
/ nach denen reduzierende Kérper aus Oxyhiimoglobin Met- 
| himoglobin zu bilden vermégen. Die Wirkung des starken 
' Formols ist dagegen weitergehend und als Verinderung der 
_ Proteinkomponente aufzufassen, als Formolgelifikation und 
Bildung von Kathamoglobin. Bei Verwendung mittlerer 
Mengen von HCOH wird die Koagulation unvollstindig; es 
 bildet sich ein Gemenge von Methimoglobin und Kathiimoglobin. 


~ 
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II. Uber die physikalische und chemische Untersuchung 
verschiedener Kathamoglobine. 


1. Die Bestimmung des Trockenriickstandes. 


Bei 8 stiindigem 'rocknen im Vakuumtrockenschrank bei 
100° und 12 mm Druck verloren die lufttrockenen Substanzey 
8,2—9,6°/, ihres Gewichtes, also einen Betrag, der innerhalb 
der Fehlergrenzen dem Verluste des reinen Oxyhimoglobins 
entspricht (vgl. die erste Mitteilung; daselbst auch iiber die 
Auffassung dieses Gewichtsverlustes als Entquellung). 














ee Gewicht, lufttr.; Nach Trocknen]| Verlust 
Bezeichnung 
£ s 10 
Kathb. Dilling I... 0,1530 0,1395 8,8 
: _ eae 0,5444 0,4924 9,6 
» F#ormanek ... 0,3922 0,3565 9,1 
» van Klaveren. . 0,2103 0,1930 8,2 
. aus Alkohol . . 0,4875 0,4458 8,4 


Uber die Darstellungsweise dieser Priparate ist oben im 
ersten Abschnitt berichtet. 


2. Bestimmung des Stickstoff- und HKisengehaltes. 


Die Stickstotfbestimmungen bestatigten die Resultate van 
Klaverens, indem durchschnittlich 17°/, N gefunden wurden, 
also eine Zahl, die mit dem N-Gehalt des reinen Oxyhimo- 
elobins iibereinstimmt. 

Zur Kisenbestimmung wurde eine gewogene Menge der Probe im 
Tiegel verascht und nach Lésen der Asche in HCl mit Ammonacetat 


(vgl. erste Mitteilung) gefillt. Stets wurde das gegliihte Fe,O, geldst, 
umgefillt und nochmals gewogen. 

















oh ea Gewicht Fe,O, Fe - 
in & mg mg lo 
Kathb. Dilling I. . 0,1395 0,841 0,589 0,422 
— 2 0,4924 2,276 1,593 0,323 
Formanek . . 0.3565 1,754 1,228 0,344 
9 van Klaveren . 0.3643 1,734 1,220 0,335 





| 
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Der Kisengehalt entspricht jenem des Oxyhamo- 


globins. Der hohe Kisengehalt des Kathimoglobins ,,Dilling I“ 
 peruht darauf, daB es bei Gegenwart von K,FeCy, nieder- 
geschlagen wurde, und noch Spuren desselben enthilt. Daf 
der Fe-Gehalt der anderen Priiparate jenem des Oxyhamo- 
_ globins gleichen miisse, war eigentlich zu erwarten, denn die 
- Waschwisser und liltrate waren fast farblos und ihre Kisen- 


mengen minimal. 

In einem Falle — bei dem Kathimoglobin aus starkem Alkohol — 
habe ich im Filtrat von 23 g Substanz quantitativ Eisen (gravimetrisch) 
und Hiimatin (colorimetrisch) bestimmt. Es fanden sich im Filtrat 0,39 mg 
Fe, entsprechend 0,0017 °/,, davon 0,26 mg als Himatin (entsprechend 
38mg Hiimatin). Es war also kaum 1 °/, des Kisens aus dem Kathimo- 
clobin in das Filtrat tibergegangen. 

Diese Erfahrung steht im Gegensatz zu der Anschauung 
van Klaverens, daS das Kathimoglobin nur etwa 0,2°/, 
Kisen enthalte, daB also etwa 30°/, des Kisens gelést bleiben. 
Allerdings betont van Klaveren, daB die Fallungsbedingungen 
das Resultat stark beeinflussen, so daB bei langer Kinwirkung 
der Lauge titberhaupt keine Fallung erhalten wird. 

Bei der Darstellung unseres zur Eisenbestimmung verwendeten 
Kathimoglobins nach van Klaveren war die alkoholische, natron- 
ilkalische Lésung des Himoglobins sehr schnell auf 60° erhitzt und 
sofort neutralisiert worden, so daB die Lauge nur ganz kurze Zeit ein- 
wirken konnte. Das Filtrat war fast farblos (bei van Klaveren braun- 
rot), sein Kisengehalt so gering, daB Ferrocyankalium nach Veraschen 
und Ansiiuern mit HCl nur eine schwache Griinfairbung hervorrief. 

Diese mit den Versuchsbedingungen wechselnden Resultate 
lieBen vermuten, da& das Kathimoglobin van Klaverens ein 
Gemisch der Proteinkomponente des Blutfarbstoffes mit der 
bereits abgespalteten prosthetischen Gruppe desselben sei. Der 
tolgende Versuch stiitzt diese Ansicht. 

200 com 25 °/,iger Oxyhiimoglobinlésung wurden nach van 
Klaveren mit Alkohol und NaOH bei 60° behandelt, mit 
HCl bis zur schwach alkalischen Reaktion gegen Lackmus ver- 
setzt, gekiihlt und nun nur so lange mit H,O verdiinnt, bis 
ein reichlicher Niederschlag ausfiel. Dieser wurde abfiltriert 


das Filtrat mit HCl genau gegen Lackmus neutralisiert und 
5* 
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mit Wasser stark verdiinnt. Es fiel nun ein weiterer Nieder. 
schlag aus. Auf diese Weise wurden zwei unldsliche Frak- 
tionen I und II und eine schwach braunrot gefairbte Lésung II] 
erhalten. Die unldslichen Fraktionen wurden mit Wasser ge- 
waschen und im Vakuumtrockenschrank bei 100° und 12 mm 
Druck getrocknet. Sie hatten das typische Aussehen und Ver- 
halten des Kathiimoglobins. Die Waschfliissigkeiten wurden 
mit Lésung III vereinigt und am Wasserbade zur Sirupdicke 
eingedampft. Die Ausbeute an Fraktion I war 39 g, jene an 
Fraktion Il 4 g lufttrockener Substanz, an Lisung III etwa 
20 ccm. Eine Eisenbestimmung in gewogenen Mengen von | 
und II ferner in je 1 cem von III ergab: 

















Bezeichnung Gewicht sii ots - 
mg mg he 
Fraktion I 0,8525 4,750 3,325 0,390 
I 1,1190 6,091 4,264 0,381 
>» 0,8512 2,830 1,981 0,233 
“ II 1,0537 3,230 2,261 0,214 
Liésung Hl | leem=0,290g EW. 0,475 0,320 0,111 
< _— leem=0,290¢ EW. 0,502 0,350 0,121 


Das in der Lésung III enthaltene Eiweif war durch die Ein- 
wirkung der Lauge derart veriindert, daB es durch Kochen nicht mehr 
gefallt werden konnte, wohl aber durch Tanninzusatz. Der Eiweib- 
gehalt der Lisung III wurde daher durch Fillung mit Tannin und 
Stickstoffbestimmung des Niederschlages nach Kjeldahl ermittelt. Zur 
Neutralisierung ciner Borsiiurevorlage gegen Methylorange (nach Wink- 
ler) wurden 33,4 (32,6) eem n/10-H,SO, verbraucht, entsprechend 46,8 
(45,6) mg N bzw. 0,293 (0,285), im Mittel 0,290 mg EiweiB, d.s. 29,0 °/). 
— Im Filtrat der Tanninfaillung war kein Stickstoff nachweisbar. 

Es fillt somit bei fraktionierter Fallung von Frak- 
tion I tiber Fraktion II zu Loésung III das Verhialtnis 
Fe:Protein. Da der Stickstoffgehalt des Kathimoglobins 
von jenem des Oxyhiimoglobins nicht wesentlich verschieden 
ist, muB angenommen werden, da’ das Kathimoglobin van 
Klaverens ein Gemisch von verindertem Protein und 
prosthetischer Gruppe in wechseladem Verhiltnis ist 
und daB dieses Verhiltnis von den Fallungsbedingungen abhingt. 
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3. Bestimmung des magnetischen Verhaltens. 


Gamgee'’) hatte gefunden, daB Oxyhamoglobin, Kohlen- 
oxydhimoglobin und Methimoglobin stark diamagnetisch sind, 
dagegen Himin und Acethimin stark paramagnetisch. Ks 
muBte deshalb interessieren, den Magnetismus des Kathimo- 
globins festzustellen, das nach Takayama eine Mittelstellung 
zwischen Methamoglobin und Himatin einnimmt. 


Die trockenen Substanzen wurden in Pulverform in 4 cm 
lange, 8 mm weite Rohrchen aus ganz diinnem Glas, die etwa 
0,5 g wogen, eingefiillt und an einem Seidenfaden zwischen 
den Polen eines Elektromagneten aufgehingt. Nach Kin- 
schaltung des elektrischen Stromes wurde die longitudinale 
baw. aquatoriale Kinstellung beobachtet. Bei einem Pol- 
abstand von 5cm, einer horizontalen Komponente des Erd- 
magnetismus von 0,195, einer Stromstirke von 3 Ampere und 
einer magnetischen Feldstiirke von ungefihr 1000 C.G.S.-Ein- 
heiten waren: 


Oxyhimoglobin. ...... . . . . Stark diamagnetisch 
Kathimoglobin nach van Klaveren . schwach paramagnetisch 
J = BOO wes = “ 

js (ee Oe ae - 


_ ous Albebel. «2 5 8 4 a = 
Etwa 25 Jahre altes Priparat von ,,reinem 
Oxyhimoglobin des Pferdes“ yon Huppert im 
hiesigen Institut dargestellt . . . . . . P * 
Verdauungshiimatin nach Zeynek’). . . . stark paramagnetisch 


Aus den Messungen geht hervor, daB sich das Kathimo- 
globin schwach paramagnetisch verhalt, im Gegensatz zu den 
ungespalteten Blutfarbstoffderivaten und in Analogie zu dem 
Verhalten der abgespalteten prosthetischen Gruppe. DaB der 
Paramagnetismus schwiicher ist als jener des Hiimatins ist 
wohl auf ,,Verdiinnung* durch die Proteinkomponente zuriick- 
zutihren. 


Fir die Durchfiihrung der Messungen bin ich Herrn cand. 
rer. nat. E. Mikulaschek, Assistent am physikalischen Institut 
der deutschen Universitat in Prag, zu besonderem Dank ver- 
ptlichtet, 
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4. Untersuchungen iiber die Léslichkeit und das 
optische Verhalten. 


Im Gegensatz zu den dunkelroten bzw. dunkelbraunen 
Pulvern des Oxyhaimoglobins bzw. Methimoglobins sind siimt- 
liche Kathimoglobinpriparate ,,deckfarben“, zeigen also im 
auffallenden Licht einen héheren Weibgehalt als jene. (Durch 
Koagulation des Globins?) 

Das Kathimoglobin nach van Klaveren zeigt nach Ostwalds 
Farbnormen die Farbe 13-i-g (hellbraun), jenes nach Formanek 
die Farbe 13-l-e (braunrot), das Kathimoglobin nach Dilling I (aus 
CHCl,) hat die Farbe 17-p-g (ziegelrot), jenes nach Dilling II (aus 
HCOH) Farbe 13-g-e (hellgraubraun). — Das letztere zeigt die merk- 
wiirdige Eigenschaft, sich beim Befeuchten mit Alkohol rot zu firben 
(Farbe 21-n-i); bekanntlich beruht auf diesem Vorgang das Wesen der 
farbechten Konservierung anatomischer Priparate. Bei Ver. 
dringung des Alkohols durch Wasser oder durch Trocknen tritt wieder 
die graubraune Farbe auf. Unter dem Mikroskop sieht man bei Alkohol- 
zusatz die triiben amorphen, dunkelbraunen Schollen deutlich quellen, 
wobei sie braunrot, homogen und durchscheinend werden. Durch Wasser 
oder Trocknen sieht man den ganzen Proze8 zuriickgehen. 

Das spektrale Verhalten konnte nur bei jenen Pri- 
paraten untersucht werden, die in Lésung gebracht werden 
kénnen. Bekanntlich lésen sie sich nicht in Wasser, wohl 
aber in salzhaltigem 60°/,igen Alkohol beim Erwirmen. Im 
gleichverdiinnten kalten Alkohol gelang es nie, auch nicht 
nach stundenlangem Schiitteln, ein Kathimogloblin in Lésung 
zu bringen. Die durch Erwirmen gewonnenen alkoholischen 
Lésungen zeigten stets das gleiche typische Spektrum, das 
Arnold*) genau beschrieben hat. Die Ursachen fiir die 
elektive Léslichkeit in salzhaltigem Alkohol oder 
Aceton scheinen ebenso unbekannt zu sein wie die Ursachen 
fiir die Alkoholléslichkeit gewisser PflanzeneiweiBstoffe. 

Vielleicht werden die neueren von verschiedener Seite und 
auch im hiesigen Institute (14) unternommenen Versuche, bei 
denen durch Reagenzieneinwirkung aus alkoholunléslichem 
EiweiBmaterial hochmolekulare alkohollésliche Umwandlungs- 
produkte erhalten wurden, dariiber Aufklirung bringen. 

DaB das Kathimoglobin in Wasser unléslich ist, wurde 
von uns auf die vorangegangene Koagulation (durch HCOH 
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oder CHCI, oder Alkohol bei 60°) zuriickgefiihrt. Durch Vermeiden 
derselben lieB sich leicht eine bestindige wiBrige Lésung 
mit dem typischen Spektrum des Kathimoglobins herstellen. 

Zu diesem Zwecke wurde eine 20°/,ige Lésung von reinem Oxy- 
hiimoglobin mit Zusatz von 5°/, NaOH 8 Tage bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen, dann CO, eingeleitet. Das Spektrum des alkalischen 
Hiimatins verschwand, sobald die Lésung gegen Lackmus neutral 
reagierte. Gleichzeitig trat das Spektrum des Kathimoglobins auf. Die 
braungriine Lésung wurde dabei braunrot. Beim Erwirmen wurde die 
Reaktion wieder schwach alkalisch und die Farbe schlug in Braun um. 
Die Kohlensaéure konnte durch Borsiiure ersetzt werden, nicht aber durch 
Mineralsiiuren; diese erzeugten beim Neutralisieren einen dichten Nieder- 
schlag, 

Die wibrige Lisung zeigte die 2 Streifen im Griin in der 
von Arnold angegebenen Ausdehnung und’ Intensitat. Nach 
Zusatz von NaOH entstand das Spektrum des alkalischen 
Hamatins, desgleichen nach Zusatz von NH, oder Na,COQ,. 
Durch Na,S,O, trat das Spektrum des Hamochromogens auf, 
durch KCy ein breiter Streifen im Griin etwa bei 4 = 580 
(Cyanhimatin?), durch KF wurde die Lésung braun und triib 
und im Spektroskop wurde ein deutlicher Streifen bei 2 = 612 
sichtbar; dagegen brachte K,¥eCy, im Kathamoglobinspektrum 
keine Anderung hervor. Beim Erhitzen mit salzhaltigem Alkohol 
blieb die Lésung klar und braunrot; durch nachtraglichen 
Wasserzusatz fiel typisches Kathimoglobin aus. 

Der durch starken Weingeist aus Oxyhimoglobinlésung 
vefiillte amorphe Niederschlag gab nach Abzentrifugieren, 
Lésen in schwacher Sodalésung und Zusatz von Na,S8,O, noch 
das reine Himoglobinspektrum. Lie8 man jedoch 10 Sekunden 
lang absoluten Alkohol darauf einwirken, so trat bei Reduktion 
sofort das Spektrum des Himochromogens auf. Die Um- 
wandlung durch absoluten Alkohol erfolgt also sehr schnell. 


5. Untersuchung der Verdaulichkeit durch Pepsin- 
salzsadure. . 

Die schonendste Methode der Spaltung des Blutfarbstoffes 

in seine Komponenten ist die von Zeynek*) beschriebene 

Pepsinverdauung desselben. Nach Kiister'®) ist die durch 
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Pepsin- HCl abgespaltene prosthetische Gruppe noch als 
o#-Himatin (Hydroxyhiimin) vorhanden, denn sie liBt sich 
leicht in a-Cl-Himin iiberfiihren. Es sollte durch Verdauungs- 
versuche festgestellt werden, ob im Kathiimoglobin die un. 
verinderte prosthetische Gruppe des Blutfarbstoffes vorhanden 
ist oder eine eiseniirmere, wie dies etwa van Klaveren annimmt. 

Wahrend nun das Oxyhiimoglobin bei der Verdauung einen 
schlammigen, nur schwer zu reinigenden Bodensatz liefert, ist 
dieser bei der Verdauung der verschiedenen Kathimoglobine 
deutlich abgesetzt und liBt sich leicht abzentrifugieren. Er 
ist in Aceton bei Zusatz von 0,2°/, HCl leicht léslich und libt 
bei Verdunstung des Acetons drusenformig angeordnete Kry- 
stalle von Himin ausfallen. Er ist demnach wohl als @-Hi- 
matin aufzufassen. — Der Bodensatz aus dem Formol- 
Kathimoglobin nach Dilling setzt sich am deutlichsten und 
zwar pulverférmig am Boden ab; er ist jedoch in salzsaurem 
Aceton nicht vollkommen léslich und enthilt unlésliche Ver- 
unreinigungen. Das Hiimin laBt sich daraus nicht krystallisiert 
gewinnen, da neben Himin auch andere Stoffe daraus in 
Liésung gehen. 

In 0,3180 g des abzentrifugierten und mit H,O gewaschenen Ver- 
dauungsproduktes aus Kathimoglobin nach van Klaveren wurden 
nach Veraschung und LKisenbestimmung 21,8 mg Fe gefunden, das ist 
6,8°/, Eisen, entsprechend 78°/, Hiimatin. — In der Verdauungsfliissig- 
keit aus Formolkathimoglobin fanden sich bei der gleichen Behandlung 
1,65°/, Fe, entsprechend 19°/, Hiamatin. Nach Extraktion mit Aceton- 
HCl und Eindampfen des Extraktes wurde neuerlich eine Eisen- 
bestimmung vorgenommen. Diese ergab nun aus 0,0757 g des Rohhimins 
6,41 mg Eisenoxyd bzw. 4,49 mg Fe oder 5,95°/, Fe, entsprechend 68°), 
Himatin. 

Trypsinverdauung lieferte zihfliissige Riickstiinde, die 
schwer zu verarbeiten waren. 


6. Versuche iiber die Bildung des Kathaimoglobins aus 
seinen beiden Spaltprodukten. 


Die Verdauungsversuche hatten ergeben, daB die prosthe- 
tische Gruppe im Kathimoglobin noch in typischer Form vor- 
handen war. Es lag nun nahe, zu untersuchen, ob das Kat- 
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himoglobin aus seinen beiden Komponenten, dem Protein- 
komplex und der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffes, 
dargestellt werden kénne. Der direkte Versuch war insofern 
schwer durchzufihren, als die praparative Trennung des Globins 
vom Himatin nur unter Einwirkung starker Siuren méglich 
ist, die zum mindesten die prosthetische Gruppe, vielleicht 
unter gleichzeitiger Wirkung veresternder Lésungsmittel, ver- 
andert. Aber auch bei Ausschaltung solcher Lésungsmittel, 
beim Arbeiten in wiBriger Lésung, gelang es mir nicht, nach 
Kinwirkung stark saurer Reaktion aus dem Blutfarbstoff Sub- 
stanzen mit den Spektralerscheinungen des Kathimoglobins zu 
erhalten. 

Nun hatte Zeynek?") eine Trennung der prosthetischen 
Gruppe vom Globin in alkalischer Lésung angegeben, indem 
er in der sauerstofffreien Lésung durch Pyridin die prosthe- 
tische Gruppe als Pyridin-Himochromogen niederschlug. Lést 
man diesen Niederschlag durch EKinleiten von Sauerstoff und 
leidet CO, ein, so geht das Spektrum des alkalischen Himatins 
allmihlich in jenes des Kathiimoglobins iiber. Neutralisiert 
man durch HCl statt CO,, so fiallt ein braunroter Niederschlag 
aus, der die Kigenschaften des Kathimoglobins zeigt. 


Als Ausgangsmaterial fiir diesen Versuch wurde eine 20°/, ige 
Lisung von Oxyhimoglobin in 5°/,iger NaOH genommen, die 8 Tage 
bei Zimmertemperatur gestanden hatte, also die oben (Abschn. 4) er- 
wihnte Liésung. Der Pyridinzusatz sollte nur demonstrieren, daB die 
prosthetische Gruppe tatsiichlich abgespalten war. — Desgleichen zeigte 
die Pepsinverdauungsfliissigkeit des Kathimoglobins nach van Klaveren 
auf Zusatz von NaOH und Einleiten von CO, das typische Spektrum 
des Kathiimoglobins. An der Verdauungsprobe des Formolkathimoglobins 
konnte aber diese Beobachtung nicht gemacht werden. 


Wenn wir die Méglichkeit erwigen, in welcher Weise 
diese Kathimoglobinbildung vor sich geht, so erscheint es doch 
sehr unwahrscheinlich, daB durch bloBes Einleiten von O, und 
CO, die bereits krystallisiert ausgefallene prosthetische Gruppe 
neuerlich an das Globin gebunden wiirde. Es diirfte nur die 
Erklirung bleiben, daB in der Kathimoglobinlésung 
(lobin und prosthetische Gruppe nebeneinander vor- 
handen sind. Arnold’) hat also mit der Bezeichnung ,,neu- 
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trales Haimatin“ insofern recht, als tatsiichlich in der nev- 
tralen Lésung ein eigenartiges Spektrum der isolierten prosthe- 
tischen Gruppe zu finden ist, dasselbe, das sich nach den eben 
erwaihnten Versuchen in der Verdauungsfliissigkeit nach Hin. 
wirkung von Pepsin-HCl und darauffolgender Behandlung mit 
NaOH und CO, findet. Das sonst unlésliche, daher in neu- 
traler Lésung nicht zugiingliche Himatin wird scheinbar in 
der kohlensauren Lésung durch eine Schutzkolloidwirkung 
des Proteins in Lésung gehalten und fallt bei Fiallung des. 
selben mit aus. 

Ein analoges Verhalten findet sich beim sogenannten Cassius- 
schen Goldpurpur; auch er weist eine konstante Zusammensetzung 
auf und wurde lange fiir eine chemische Verbindung von Gold und 
Zinnsiiure gehalten. Er ist leicht in NH, léslich, zeigt also EKigenschaften, 
die von denen des Goldes sehr verschieden sind. Und doch ist er nach 
den sehr eingehenden Untersuchungen Zsigmondys"™) eine Kolloid- 
verbindung von Gold und Zinnsiiure verschiedener Teilchengrébe, 
denn er zeigt die optischen und réntgenographischen ) Eigenschaften 
des kolloidalen Goldes und nicht jene der chemischen Goldverbindungen. 

Es gelingt iibrigens, auch analoge Kolloidverbindungen aus Globin 
und Hiimatoporphyrin darzustellen. Wurde die pyridinhaltige alkalische 
Fliissigkeit in dem oben beschriebenen Versuche mit HCl angesiiuert. 
so schlug ihre Farbe in einem Falle (nicht in einem zweiten gleichen 
Versuche) in Griin um; die Lésung zeigte ein 4 streifiges Absorptions- 
spektrum und lieB nach einiger Zeit einen griinen Niederschlag aus- 
fallen, der wohl als Kolloidverbindung von Protein und Porphyrin auf- 
zufassen ist. 


III. Diskussion der Resultate. 


Die untersuchten Kathimoglobine verhielten sich in bezug 
auf ihren Eisengehalt und den Gewichtsverlust durch Ent- 
quellung beim Trocknen wie reiner Blutfarbstoff. Mit Natrium- 
carbonat, Kaliumcyanid, Kaliumfluorid und Natriumhydrosulfit 
geben sie die spektroskopisch kontrollierten Farbreaktionen 
des Himatins, nicht jene des Himoglobins. Sie waren alle 
paramagnetisch wie das Haimatin und im Gegensatz zu 
dem diamagnetischen Verhalten des Oxyhimoglobins und seiner 
Derivate. Bei Behandlung mit Pepsin-HCl bildeten sie ein 
a-Himatin (mit Ausnahme des Formoikathimoglobins?), das 
durch salzsaures Aceton leicht in krystallisiertes Cl-Himin 
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iberfihrt werden kann. LKigentiimlich ist ihnen die Un- 
léslichkeit in Wasser und die Léslichkeit in salzhaltigem 
Alkohol. Es gelang jedoch, durch Vermeidung koagu- 
lierender Kinfliisse eine wibrige Lésung herzustellen, 
die bei neutraler Reaktion das typische Spektrum und die 
Reaktionen des Kathimoglobins zeigt. Es gelang ferner zu 
zeigen, daB aus einer alkalischen Lésung, die die prosthe- 
tische Gruppe in abgespaltener Form enthialt, das 
typische Kathimoglobin durch Neutralisieren gewonnen werden 
kann. 

Das Kathimoglobin zeigt also, abgesehen von seinem 
charakteristischen Spektrum und der besonderen Léslichkeit 
keine spezifischen Eigenschaften, sondern verhialt sich 
wie ein Gemisch von Hiaimatin und Globin. Da Himatin in 
Wasser unléslich ist, ist ein Spektrum des neutralen Himatins 
bisher nicht beobachtet worden. Die von uns durch EHinleiten 
von CO, neutralisierte alkalische Himatinlisung zeigte bei Gegen- 
wart von Globin das typische Spektrum des Kathimoglobins. 
Ks wird angenommen, da in dieser wibrigen Lésung das Ha- 
matin durch das als Schutzkolloid wirksame Globin am Aus- 
fallen verhindert wird und daB das beobachtete Spektrum 
tatsichlich jenes des neutralen Himatins ist. — Die stark 
voneinander abweichenden Farben der verschiedenen Kathimo- 
clobine — die ebenfalls gegen die Auffassung als ein- 
heitliche chemische Verbindung sprechen — sind wohl 
auf Verschiedenheiten in der TeilchengréBe oder sonstige Ver- 
inderungen im Kolloidzustande der Komponenten zuriick- 
zufiihren. 

Die spezifische Léslichkeit des Kathimoglobins in salz- 
haltigem Alkohol spricht gegen die Annahme eines rein 
physikalischen Gemenges von Himatin und Globin. Es 
wurde von uns vielmehr als ,Kolloidverbindung“ nach 
Zsigmondy aufgefaBt. Die prosthetische Gruppe ist in 
dieser Kolloidverbindung als e-Himatin vorhanden. 

Die Entstehungsbedingungen des Kathimoglobins 
lassen sich an Hand dieser Auffassung leicht verfolgen. Zu 
seiner Darstellung ist eine Abspaltung der prosthetischen 
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Gruppe bei neutraler oder alkalischer Reaktion und 
darauffolgende Koagulation bei niederer Temperatur not. 
wendig. Agenzien, die eine solche bewirken, ohne weitere 
Spaltungen zu setzen, sind: Alkohol, Ather, Chloroform, Tetra. 
chlorkoblenstoff, andere ahnliche Stoffe, ferner Formaldehyd, 
vielleicht auch die Jodate (Takayama); doch scheint bei den 
letzteren freies Jod wirksam zu werden und zu substituieren, 
NaOH bewirkt nur Spaltung ohne Koagulation; diese wird nach 
van Klaveren durch Zusatz von Alkohol und Neutralisieren 
nach Erhitzen erreicht. 

Wird langes Erhitzen mit Lauge vermieden, so fillt typisches 
Kathimoglobin aus, dessen Fe-Gehalt ganz konstant ist. Da8 sich bei 
anderen Fillungsbedingungen der Eisengehalt verindert, wider- 
spricht nicht der Auffassung des Kathimoglobins als Kolloidverbindung 
mit konstanter Zusammensetzung. Denn durch liingere Einwirkung der 
Lauge wird die Proteinkomponente stark verindert (nicht mehr hitze- 
koagulabel); das nun ausfallende Produkt ist daher nicht mehr als Kat- 
hiimoglobin im Sinne der Autoren zu betrachten, sondern als Kolloid- 
verbindung abweichend gebauter Komponenten. 

Das Formolkathamoglobin zeigt infolge spezifischer 
Wirkung des Formaldehyds auf den EiweiBkomplex einige ab- 
weichende Kigenschaften, insbesonders jene, die es zur farb- 
echten Konservierung pathologisch-anatomischer Praparate wert- 
voll machen. In Alkohol ist es — auch bei Erwairmen unter 
Salzzusatz — nicht ldslich, sondern quillt nur in solchen, 
wobei es durchscheinend wird und rotes Licht durchfallen 
1aBt, also rot erscheint, wihrend es in trockenem Zustand oder 
in Wasser entquillt, undurchsichtig und braun wird. Auch in 
bezug auf Verdaulichkeit verhilt es sich etwas abweichend von 
den anderen Kathimoglobinen, was bei der Einwirkung eines 
so reaktionsfiihigen Kérpers wie HCOH nicht wundernehmen 
kann. 

Zusammenfassung. 


Die Untersuchung der physikalischen, chemischen und 
kolloidchemischen Eigenschaften des Kathaimoglobins fihrt 
za der Anschauung, daB dasselbe nicht eine chemische Ver- 
bindung ist, sondern eine Kolloidverbindung (im Sinne 
Zsigmondys) des a-Himatins und der durch Reagenzien- 
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wirkung mehr oder weniger verinderten Proteinkompo- 
nente des Blutfarbstoffes. Durch besondere Versuchsanordnung 
gelingt es, wibrige Lésungen mit dem Absorptionsspektrum 
des Kathimoglobins zu erhalten. 

Die Umwandlung von Himoglobin in Kathimoglobin laBt 
sich schematisch wie folgt darstellen: 


Gb — Ht — > Gb+Ht > Gb) Ht. 
Himoglobin Kathiimoglobin 
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Uber das Methylathylmaleinsaureimid. 
Von 
William Kiister. 





(Aus dem Laboratorium fiir organ, u. pharmaz. Chemie der Techn. Hochschule Stuttgart 
nach Versuchen des Herrn Dipl.-Ing, Rud. Schwarz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1924.) 


Die Herstellung des Methylaithylmaleinsiureimids, das sich 
aus der Himatinsiure C,H,O,N durch Abspaltung von Kohlen- 
dioxyd bildet und bei der Oxydation des Mesohimins und 
-porphyrins, des Himoporphyrins, sowie einiger dem Chlorophyll 
entstammender Porphyrine, endlich des Himo-, Krypto-, Phyllo- 
und des 3-Methyl-4-iithyl-Pyrrols entsteht, das also zur Aut- 
klarung der Konstitution der prosthetischen Gruppe des Blut- 
farbstofis und des Chlorophylls, endlich auch bei der des 
Gallenfarbstoffs eine wichtige Rolle gespielt hat, denn es bildet 
sich auch bei der Oxydation des Mesobilirubins und Meso- 
bilirubinogens, hatten wir zuerst durch Kinwirkung von mit 
Ammoniak gesittigtem Alkohol auf das synthetisierte Methy]- 
ithylmaleinanhydrid bei 130° im Rohr erreicht.1) Mit Hilfe 
dieser Methode konnten immer nur kleine Mengen in Arbeit 
genommen werden. Wir kénnen nun berichten, daB sich das 
Imid und zwar mit Ausbeuten bis zu 80°/, bereits beim Kochen 
des Anhydrids mit alkoholischem Ammoniak am RiickfluBkihler 
bildet. 

Ferner haben wir die Frage zu entscheiden versucht, ob 
die beim Verseifen des rohen Methylithylmaleinimids beob- 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 345, S. 18—238 (1905). 
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 achtete Siure vom Schmelzp. 175—176°, die nach ihren Kigen- 
schaften als 6-Athylitaconsiiure angesprochen wurde?), aus den 
dem Imid anhaftenden Beimengungen entsteht, d.h. also ob 
hei der Kinwirkung von alkoholischem Ammoniak auf das 
Anhydrid der Methylathylmaleinsaiure im Rohr eine Umlagerung 
sich einstellt, oder ob das Imid selbst beim Kochen mit Baryt- 
wasser die Umlagerung erleidet. Das letztere Verfahren lieferte 
nun niemals die Itaconsiure; die Umwandlung war also beim 
Erhitzen im Rohr erfolgt. Um gréBere Mengen der Itacon- 
siure zu gewinnen wurde dann Methylithylmaleinsiureanhy drid 
mit 40°/,iger Kalilauge gekocht, wonach eine in Wasser 
schwerer lésliche Siure erhalten wurde, die nach mehrmaliger 
Umkrystallisation aus Wasser und zuletzt aus abs. Alkohol bei 
184° unter Zersetzung schmolz, und eine leichter lésliche 
Siure, deren Schmelzpunkt unscharf bei 130° lag. Nun hangt 
zwar der Schmelz- bzw. Zersetzungspunkt der Itaconsiuren 
sehr von der Art des Erhitzens ab, es ist aber doch fraglich, 
ob hier dieselben Umwandlungsprodukte vorliegen, die Fichter- 
Rudin’) baw. Fichter-Schlaepfer*) beschreiben und deren 
Schmelzpunkte bei 150° bzw. 202° lagen. Da bei den hier 
in Betracht kommenden Itaconsiuren: 


H,C=C—COOH j H,C—CH—COOH 
| un | 
H,C-H,C-CH—COOH H,C-HC=C—COOH 


zur Strukturisomerie sich die Méglichkeit geometrischer Isomerie 
gesellt, halte ich es fiir nicht ausgeschlossen, daB das Kochen 
mit 20°/,iger Natronlauge, wie Fichter und Rudin es vor- 
nahmen, ein anderes Resultat gezeitigt hat wie unser Verfahren 
mit Kalilauge. Vom Auftreten einer substituierten Apfelsiure, 
wie es beim Kochen von Himatinsiure mit 40°/,iger Kalilauge 
beobachtet wurde‘) war bei den bisher vorliegenden Versuchen 





') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 315, 8. 216 (1900). — Diese Zs. 
Bd. 99, S. 248 (1917). 

*) Chem. Ber. Bd. 37, S. 1615 (1904). 

5) Chem. Ber. Bd. 39, S. 1535 (1906). 

‘) Diese Zs. Bd. 99, S. 248 (1917). 
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nichts zu bemerken. Sie sollen wiederholt werden, um die 
Konstitution der fraglichen Siiuren aufzukliren. 


Experimenteller Teil. 


Bei der Herstellung des Methylithylmaleinanhydrids wurde 
die alte Erfabrung bestiitigt gefunden, daB die Anlagerung der 
Blausiure an den Athylacetessigester bei méglichst niederen 
Temperaturen, 0 bis — 15°, die besten Resultate liefert.!) Bei 
der Verseifung des erhaltenen Nitrils zeigte es sich, daB statt 
der bisher eingehaltenen 12stiindigen Dauer eine 2stiindige 
geniigte und zwar bei Einsatz von 21,5 g rohem Nitril mit 
100 ccm 38°/jiger Salzsiure. Das Gemisch wurde dabei in 
einem Kolben, der bis zum Halse in das siedende Wasserbad 
tauchte, am RiickfluBkiihler erhitzt. Dann wurde in flachen 
Porzellanschalen auf dem Asbestnetz iiber kleiner Flamme 
eingedampft, bis kein Chlorwasserstoff mehr entwich, wozu etwa 
5 Stunden erforderlich sind, und der eine zihe Masse bildende 
Riickstand mit Kssigester extrahiert, wobei bis 4,7 g Chlor- 
ammonium zuriickbleiben. Da aber 7 g erwartet werden konnten 
und auch bei 12 Stunden dauernder Verseifung nie mehr als 
4,7 g Chlorammonium erhalten wurden, ist anzunehmen, dab 
die Verseifung bei etwa 33°/, des Nitrils nur bis zum Amid 
fiihrt und daf sich dann das Imid bildet 


H,C—C22_CONH, H,C—022.00 
| “ie | NH. 
H,C,—C,—COOH BC,-4,~00" 

Dieses Imid diirfte sich ebenfalls in Kssigester lésen und 
bei der Destillation des Riickstandes dann ebenso wie die 
Apfelsiture Wasser abspalten, so da8 dem Rohanhydrid bereits 
Imid beigemengt ist. Wird dann mit Ammoniak iibersiittigt 
und der Uberschu8 des Ammoniaks verdampft, so bilden sich 
weitere Mengen von Imid, die dann, d.h. nach Zusatz von 
Bariumchlorid und Erhitzen von dem jetzt ausfallenden Barium- 
salz der Methyliithylmaleinsiiure mitgerissen werden. Man mub 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 345, S. 12 (1905). 
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: daher das abgesaugte Bariumsalz nicht nur mit Wasser, in 
| dem das Imid schwer léslich ist, sondern auch mit Alkohol 
auswaschen, dann scheidet sich beim Erkalten des Filtrats das 
Imid ab. Die Herstellung desselben sowie die erreichten 
} Ausbeuten seien durch die Schilderung dreier Versuche be- 
' leuchtet. 


98,5 g Rohanhydrid (Siedep. 220—230°) werden mit konz. 


| wiBrigem Ammoniak in Lésung gebracht, dann noch 40 ccm 
' des Ammoniaks zugegeben, 10 Minuten gekocht, abgekiihlt und 
nach Zugabe von 174,5 g kryst. Bariumchlorid in 18°/ iger 
| wiBriger Lésung wieder zum Sieden erhitzt, wobei das Barium- 
| salz der Methylithylmaleinsiure ausfaillt. Es wurde abgesaugt 


und mit heiBem Wasser einmal ausgewaschen. Aus der Mutter- 
lauge schieden sich im Lauf von 3 Tagen 6,5 g nadelférmiger 


 Krystalle ab (A). Sie wurden abgesaugt und das Filtrat auf 


?/, seines Volumens eingedampft, worauf wiederum Bariumsalz 
ausfiel (Gesamtausbeute 123,5 g Bariumsalz). Aus der Mutter- 
lauge krystallisierten bei 4tiigigem Stehen wiederum 6,5 g 
Nadeln aus B. Nachdem nochmals durch Aufkochen der 
Mutterlauge organisches Bariumsalz in geringer Menge zur 
Abscheidung gebracht worden war, schied sich beim Kindampfen 
Chlorbarium aus. Alle Bariumsalze wurden mit Alkohol 
extrahiert und aus den Lésungen noch 7 g der nadelférmigen 
Krystalle gewonnen (C). Alle 3 Fraktionen A, B und C bestanden 
aus fast reinem ,,Imid“ vom Schmelzp. 67,5°. 


0,1717 g (i. V.) Substanz gaben 15,05 g N,, 13°, 729 B. 
0,1695 g__,, 7 » 151g N,, 9% 728B. 
C,H,O.N Ber. N 10,07°/, Gef. N 9,94°/, 10,21°/, 


Hier war also das ,,Imid* als Nebenprodukt in der be- 
deutenden Menge von etwa 20°/, des eingesetzten Rohanhydrids 
erhalten worden. Weitere Versuche bezweckten letzteres még- 
lichst quantitativ in das Imid iiberzufihren. 

Kine Lésung von 24,5 g reinem Anhydrid (Siedep. 222—226°) 
in 100 g bei Zimmertemperatur mit Ammoniak gesittigtem 
Alkohol wurde 12 Stunden lang am RiickfluBkihler gekocht 
und 14 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Jetzt 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVII. 6 
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wurde der Alkohol mit dem Ammoniak abdestilliert und de; 
Riickstand fraktioniert. Es wurden 2 Fraktionen von a) 20() 
bis 235°, b) von 235° ab aufgefangen. a) Roch stark nach 
Anhydrid, erstarrte aber allmihlich. Es folgte Lésen in wenig 
alkoholischem Ammoniak und 3/, Stunde langes Erwirmen auf 
60—70°, worauf mit Wasser verdiinnt, eine Lésung von 2,5 ¢ 
Bariumchlorid zugegeben und aufgekocht wurde.  Hierbej 
schieden sich 2,2 g Bariumsalz ab. Beim erneuten Aufkochen 
trat keine Abscheidung mehr ein, beim Erkalten krystallisierten 
1,7 g Imid vom Schmelzp. 67° aus. 

b) Erstarrte sofort. Es wurde dann mit wenig schwachem 
Ammoniak zum Schmelzen erhitzt und kriftig verriihrt bis 
beim Erkalten die Masse wieder erstarrte, worauf abgesaugt 
und mit wenig kaltem Wasser gewaschen wurde. Ausbeute 
13,6 g Imid vom Schmelzp. 67,5° Die Mutterlaugen wurden 
bei 40—50° zur Trockne gebracht und das Imid mit Ather 
extrahiert. Ausbeute 1,4 g. Schmelzp. 66°. Aus dem Riick- 
stand im Destillierkolben wurden noch mit Alkohol 0,3 g Imid 
(Schmelzp. 65°) extrahiert. Die Gesamtausbeute an Imid betrug 
also 17 g, neben 2,2 g Bariumsalz. 

37,7 g rohes Anhydrid (Siedep. 218—232°) wurden in 130g 
Alkohol gelést, der bei Zimmertemperatur mit Ammoniak ge- 
sittigt war. Die Lésung wurde zweimal 6 Stunden am Riick- 
flu8kiihler im Wasserbade erhitzt, dazwischen blieb sie 14 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen. Wahrend des Erhitzens wurde 
2 Stunden lang Ammoniakgas eingeleitet. Der gelbe klare 
Kolbeninhalt wurde dann bei 40—50° langsam vom Alkohol 
und Ammoniak befreit, wonach der Riickstand beim Erkalten 
und Rithren zu einem Krystallbrei von der Farbe und Kon- 
sistenz eines Kunsthonigs erstarrte. Nach 2tagigem Liegen 
auf einem Tonteller erschienen die Krystalle rein weif und 
zeigten den Schmelzp. 64°. Das Gewicht betrug 21g. Danach 
ist es am zweckmiéBigsten das rohe Anhydrid zu verarbeiten, 
da hierbei eine Ausbeute von 20°/, bezogen auf den Athyl- 
acetessigester erreicht wird. Aus 106 g desselben erhilt man 
namlich 37,7 g rohes, aber nur 15 g reines Anhydrid. 

Beim Verseifen des reinen Imids (Schmelzp. 67,5°) mit 
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kochendem Barytwasser konnten bei dauernder mikroskopischer 
Kontrolle des sich ausscheidenden Bariumsalzes nur die 
charakteristischen Geschiebe von Blittchen festgestellt werden, 
die dem Salz der Methylithylmaleinsiure eigen sind. Eine 
andere Krystallform trat nicht auf, abgesehen von einigen aus 
Bariumcarbonat bestehenden keulenférmigen Krystallen. Aus 
dem reinen Imid bildet sich also beim Kochen mit Barytwasser 
keine Itaconsiure. 

Zur Umwandlung in die Itaconsiuren wurden 10,2 g 
Anhydrid mit 80 g Kaliumhydroxyd in 120 g Wasser 13 Stunden 
in einem Kupferkessel gekocht, danach die erkaltete Lésung 
unter Kiihlung (6—12°) mit Salzsiure angesiuert, worauf mit 
Ather erschépfend extrahiert und der Ather abdestilliert wurde.?) 
Aus dem Riickstand wurde unveriindertes Anhydrid mit Wasser- 
dimpfen abgetrieben (4,1 g) und die wiBrige Lésung eingeengt, 
bis beim Erkalten Krystallisation eintrat. Diese wurde ab- 
gesaugt, mit kaltem Wasser nachgewaschen und bei 85° ge- 
trocknet. Ihr Gewicht betrug 2,7 g, der Schmelzp. (169°) stieg 
durch Umkrystallisieren aus wenig heifem Wasser auf 179 
bis 182° unter Zersetzung.*) Bei einer aus abs. Alkohol 
umkrystallisierten Probe wurde der Zersetzungspunkt bei 184° 
beobachtet. Diese Saure krystallisierte in Prismen, die zu 
Drusen verwachsen waren. Die Loésung zersetzte basisches 
Kupfercarbonat bei Zimmertemperatur. Beim Einkochen der 
Lésung schied sich ein griines Kupfersalz ab, das die Zusammen- 
setzung O,H,O,Cu + */,H,O aufwies. 

0,0530 g Substanz gaben 0,0182 g CuO. 

Ber. Cu 27,80°/, Gef. Cu 27,43°/, 


Die Mutterlauge dieser Siiure erstarrte, nachdem sie bis 
zur Sirupdicke eingedampft worden war, beim Erkalten zu 
einem Krystallbrei, der auf Ton abgepreBt und dann aus 
Wasser umkrystallisiert wurde. Der Schmelzpunkt lag jetzt 


!) Beim Einleiten von Ammoniak in dem abdestillierten Ather 
felen 0,2 g aus. 

*) Beim langsamen Erhitzen. Wurde in die auf 175° erhitzte 
Schwefelsiiure getaucht, so wurde 187° als Zersetzungspunkt beobachtet. 
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bei 126—130°, die Schmelze klarte sich véllig bei 15° 
Zersetzung trat bei 170° ein. Danach diirfte hier noch 
ein Gemisch vorliegen. Das analog dem obigen bereitete 
griine Kupfersalz hatte ebenfalls die Zusammensetzung 
C,H,O,Cu + 3/, H,0. 


0,2561 g Substanz verloren bei 145°!) 0,0112 g H,O = 4,37°/). 
0,2518 ¢ . gaben 0,0876 g CuO = 27,8°/,. 
Ber. 3,84 
» 27,8 


') Bei 160° trat Zersetzung unter Braunfirbung ein. 























Uber Harnsaureausscheidung im Hundeharn. 
Von 


P. Niederhoff. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, April 1924.) 


Wahrend die Amphibien und Fische fast siimtliche stick- 
stofthaltigen Stoffwechselprodukte in Form von Harnstoff aus- 
scheiden, haben die Reptilien und Végel die Fiahigkeit der 
Harnsiurezerstérung fast giinzlich verloren, sie scheiden fast 
den gesamten Stickstoff in Form von Harnsiure aus. Dieses 
Verhalten ist biologisch wohl in dem Interesse fiir eine spar- 
same Wasserwirtschaft bei den Reptilien und Végeln begriindet. 
Denn der Harnstoff, der ja selbst ein gutes Diuretikum ist, 
bedarf zu seiner Ausscheidung betrichtlicher Mengen von 
Wasser. Von den Siiugetieren soll die Harnsiure iiber Al- 
lantoin abgebaut werden, und nur der Mensch und der Schim- 
panse sollen von den Primaten der Fahigkeit, die Harnsiure 
zu zerstéren, ermangeln. Von Hunter‘) und Givens sind 
diese Verhiiltnisse, soweit sie sich auf die Saugetiere und die 
Primaten beziehen, in einer ‘'abelle iibersichtlich zusammen- 
gestellt; diese Tabelle ist schon im Auszuge von H. Steudel 
und 8. Izumi in dieser Zeitschrift”) reproduziert worden. Um 
die Beziehungen auf einen kurzen Ausdruck zu bringen, ist 
von Hunter der sogenannte uricolytische Index berechnet 
worden: eine Zahl, die das Verhiltnis vom ausgeschiedenen 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, 8S. 387, 403 (1914). 
) Diese Zs. Bd. 129, S. 188 (1923). 
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Allantoinstickstoff zu der Summe von Allantoin- und Harn- 
siurestickstoff anzeigt. Der Index soll angeben, wie groB die 
Fahigkeit des betreffenden Tieres ist, intermediir entstandene 
Harnsiiure zu oxydieren. Es wird so z. B. ein uricolytischer 
Index von 80—98 fiir die Siuger und die Affen berechnet, 
fiir den Schimpansen und den Menschen ein solcher dagegen 
von 0—2, 

Wir haben es nun fir wichtig gehalten, einmal die Grobe 
des Harnsiiurezerstérungsvermégens einiger Siuger an und fiir 
sich festzustellen, und haben uns als Versuchsobjekt den Hund 
gewihit, der ja ein sehr groBes Harnsiiurezerstérungsvermégen 
besitzt. Es sind bisher keine Versuche bekannt, in denen 
zahlenmaBig festgestellt ist, wieviel Harnsiure iiberhaupt der 
Hundeorganismus abzubauen imstande ist. Auf Veranlassung 
von Herrn Professor Steudel habe ich nun eine Untersuchung 
dieser Frage unternommen. 

Kine Hiindin von etwa 5 kg Gewicht wurde einige ‘lage 
lang auf gleichmiBige, ausreichende, purinarme Kost (Kartoffel- 
brei) gesetzt; der Harn enthielt dann, nach der Folinschen 
Methode untersucht, keine bestimmbaren Mengen Harnsiure. 
Nunmehr erhielt die Hiindin Zulagen von reiner Harnsiure 
zum Futter; der Harn wurde jetzt sorgfaltig zweimal tiglich 
mit dem Katheter entnommen, weil bei den reichlichen Harn- 
siuregaben der Kot natiirlich eine groBe Menge unzersetzter 
Harnsaure enthielt, die sich leicht mit der Murexidprobe nach- 
weisen lieB. Die Resultate des Versuchs findet man in der 
nebenstehenden Tabelle. 

Bei Verabreichung von 5 g Harnsiure enthalt der Harn 
deutlich bestimmbare Quantitiiten von Harnsiure, selbst bei 
Zugabe von 8 g sind sie noch quantitativ nachweisbar und erst 
bei einer Zugabe von 2 g verschwindet die Harnsiure aus dem 
Harn. [Die Harnsiiure wurde kolorimetrisch nach Folin be- 
stimmt. | 

Ging man mit der Verabreichung von Harnsiure noch 
mehr in die Héhe und verfitterte Dosen von 20 g, so stieg 
die Harnsiureausscheidung entsprechend an, und es erschienen 
Mengen von 0,7 g im Harn. Verfiitterte man dagegen Mengen, 
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Menge der _— Hl 7 
“ Tn- arnsiiure 
verfiitterten capes 
Datum} Nahrung * menge "7 “> 
Harnsiure pro 1,5cem | insgesamt 
| emg gs 








A. betr. Grenze der Harnsiureausscheidung. 





28. 4. | Kartoffelbrei 5 420 0,23 0,06 
29, 4. 5 740 0,21 0,1 
3. 5. 3 600 0,11 0,04 
4, 3, 3 500 0,19 0,06 
7. De Pe 2 730 0,03 0,01 
9. 5. = 2 510 Spur — 
10. 5. - 2 830 - a 














b. betr. Harnsiureausscheidung bei Verfiitterung von groBen Mengen 


Harnsiiure. 
8. 6. | Kartoffelbrei 20 740 1,6 0,7 
11. 6, " 20 880 1 0,6 
C. betr. Harnsiiureausscheidung bei verschiedener Nahrung. 
12. 7 frisches 15 350 5 1,1 
Pferdefleisch 
13. 7. desgl. 15 450 6 1,8 
14, 7. _ 15 500 6,5 2,1 
18. 7. | Kartoffelbrei 15 450 3 0,9 














die unter der Grenze von 2g lagen, so erschien selbst bei 
lingere Zeit fortgesetzten Versuchen keine Harnsdiure im 
Harn. 

Nun ist ferner im hiesigen Institut von H. Steudel?) ge- 
funden, daB beim Menschen die Harnsiiureausscheidung in 
hohem MaBe abhingig ist von den Vorgingen im Darmkanal; 
wir haben also auch bei unserem Hunde auf diese Vorgange 
einzuwirken versucht, indem wir statt des Kartoffelbreifutters 
ihm Fleischkost gaben. Hierbei schien nun tatsichlich die 
Ausscheidung der Harnsiure unter sonst gleichen Umstinden 
etwas gréBer zu sein wie bei der Fiitterung mit Kartoffelbrei. 
Da® der Purinbasengehalt des Fleisches hierbei keine Rolle 
spielte, konnte leicht gezeigt werden, wenn man den Hund mit 


1) Diese Zs. Bd. 124, S. 267 (1922). H.Steudelu. J. Ellinghaus 
Diese Zs, Bd. 127, S. 291 (1923). 
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Fleisch allein fiitterte; dann wurde iiberhaupt keine Harnsiiure 
im Harn ausgeschieden. 

Wir haben unsere Versuche mit dem gleichen Resultat 
noch an einem zweiten Tier wiederholt. Wiahrend die erste 
Hiindin etwa 3—4 Jahre alt war, war die andere jiinger, etwa 
1/,—%/, Jahr. Diese schien unter den gleichen Bedingungen 
etwas mehr Harnsiure auszuscheiden als das iltere Tier, aber 
ob dies an dem Alter der Tiere oder an einer anderen indi- 
viduellen Disposition gelegen hat, lassen wir ganz dahingestellt. 

Jedenfalls zeigen die Versuche, daB das Harnsiure- 
zerstérungsvermégen des Hundes nicht unbegrenzt groB ist, 
sondern daB es sehr bald eine Grenze findet, die ziemlich 
niedrig liegt. Es ist ja sicher von der verfiitterten Harnsiure 
nur ein ganz geringer Teil iiberhaupt resorbiert worden — 
seine Mengen haben wir in den ersten Versuchen nicht fest- 
gestellt —, aber schon diese geringen Mengen haben geniigt, 
um Harnsiure im Harn erscheinen zu lassen. Man hat sich 
bisher keine rechten Vorstellungen machen kénnen iiber die 
Mengen von Purinkérpern, die vielleicht intermediair im Laufe 
des Stoffwechsels entstehen kénnen — nach unseren Versuchen 
kénnen sie nicht sehr groB sein, denn wiren sie es, so miiBte 
selbst der Hund gréBere Mengen von Harnsiure mit dem Harn 
entleeren. 

Die gesamten Harne waren wihrend der Fiitterung ge- 
sammelt, vereint verarbeitet lieB sich leicht aus ihnen Harn- 
siure und Allantoin isolieren. 








t 
eC 
A 





Zur Kenntnis der Acetylenwirkung. 
V. Mitteilung. 
Uber die Ursachen der schwankenden Empfindlichkeit 
weiBer Mause gegen Acetylen, 
Mit 1 Kurve im Text, 


Von 
Gerhard Sliwka. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Konigsberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1924.) 


Bei Versuchen iiber die Wirkung des Acetylens auf 
Miuse war es Hermann Wieland®) aufgefallen, da8 die 
Empfindlichkeit der Tiere gegen das Gas keineswegs konstant 
war; wurden 2 Miuse unter denselben Bedingungen derselben 
Acetylenkonzentration ausgesetzt, so waren jedesmal recht 
erhebliche Unterschiede im Verhalten der Tiere, vor allem in 
der Zeit, die bis zum Eintreten der Betaiubung verstreicht, 
festzustellen. Ziel dieser Arbeit ist, tiber die Ursachen dieser 
schwankenden Empfindlichkeit AufschluB zu gewinnen. Die 
Frage ist ja an sich wie das ganze Problem der wechselnden 
Arzneiempfindlichkeit iiberhaupt von allgemeinerem Interesse; 
eine besondere Bedeutung kommt der erwdhnten Erscheinung 
aber auch im Hinblick auf die praktische Anwendung des 
Acetylens am Menschen als Betiubungsmittel zu. 


Methodik. 


Die Versuche wurden an weiBen Miusen vorgenommen. Die 
Tiere — in jedem Versuche zwei — befanden sich in je einer pipetten- 
formigen Glaskammer von etwa 150 ccm Inhalt, die aus zwei aufeinander 
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geschlittenen Hiilften bestand. Da, wo der weite Teil des Gasraumes 
in die réhrenférmige Verliingerung iibergeht, war das Glas in Gestalt 
von 2 Dornen nach innen vorgetrieben, um die Gefahr einer Verlegung 
des Gasabflusses durch einen Kérperteil des Versuchstieres auszuschalten, 
Die Herstellung eines Acetylen-Sauerstoffstromes von konstanter Zu- 
sammensetzung erfolgte in der friiher yon Schoen und Sliwka’) be. 
schriebenen Weise mit dem Unterschied, da8 bei dem gewiinschten gerin- 
geren Minutenvolumen (380 — 600 cem) Strémungsmesser mit feinerer Teilung 
zur Anwendung kamen und die Regulierung der Gasstréme durch Neben- 
schaltung von Glascapillaren als Uberlauf verbessert wurde. Das durch 
Vereinigung der beiden Stréme entstandene Gasgemisch wurde mit Hilfe 
eines T-Stiickes durch beide Gaskammern gleichzeitig geleitet und ent- 
strémte danach wieder vereinigt durch ein kurzes Schlauchstiick in die 
Atmosphire. Der Acetylengehalt des Gasgemisches wurde bei jedem 
Versuche mindestens einmal gasanalytisch bestimmt. Zu diesem Zwecke 
wurde vor den Tierbehiltern der von Schoen‘) beschriebene Apparat 
zur absorptiometrischen Bestimmung des Acetylens mit alkalischer Queck- 
silbercyanidlésung eingeschaltet. 

Im Verlaufe der Untersuchungen war es aufgefallen, daB die Wirk- 
samkeit des Acetylens allmahlich zuzunehmen schien, d.h. daB aus 
einer frischen Flasche entnommenes Gas erst in héheren Konzentrationen 
betiiubend wirkte als der unter geringem Druck entstrémende Rest. 
Das Acetylen (Narcylen-Ingelheim) ist in den Stahlflaschen in Aceton 
gelést; mit dem Acetylenstrom entweicht eine allmihlich zunehmende 
Menge Aceton, und es erschien durchaus denkbar, da8B dadurch die be- 
tiubenden Eigenschaften des Acetylens verstiirkt werden. Wie Ver- 
suche gezeigt haben, wirkt ein mit Aceton (Kahlbaum, aus der Bi- 
sulfitverbindung) bei Raumtemperatur und Atmosphirendruck gesittigter 
Sauerstoffstrom deutlich narkotisch: eine damit behandelte Maus war 
nach 15 Minuten in Riickenlage, nach 19 Minuten reflexlos. Auch eine 
Verstirkung der Acetylenwirkung war deutlich nachzuweisen, wenn in 
den Acetylen-Sauerstoffstrom einerseits eine Waschflasche mit Wasser, 
andrerseits eine mit Aceton eingeschaltet war. Der Widerspruch mit 
der Angabe von Wieland (a. a. O. S. 107), daB Gas aus Flaschen nicht 
anders wirke als frisch aus Carbid hergestelltes, erklirt sich damit, daf 
Wieland bei seiner Versuchsanordnung nur wenig Acetylen verbrauchte, 
also iiberhaupt nur die ersten acetonarmen Teile des Flascheninhalts 
verwandte. Um den stérenden EinfluB des Acetons auszuschalten, wurde 
das Acetylen in allen Versuchen durch 4 Waschflaschen geleitet, von 
denen die ersten zwei mit gesittigter Natriumbisulfitlésung, die andren 
beiden mit Natronlauge beschickt waren. 

Als Ma’ der Empfindlichkeit sollte urspriinglich die niedrigste 
Acetylenkonzentration gewiihlt werden, die gerade Betiiubung erzeugt. 
Es war beabsichtigt, durch langsame Steigerung des Acetylengehalts 








5 


fl 





Zur Kenntnis der Acetylenwirkung. 91 


in Zwischenriumen von einigen Minuten von einer unwirksamen Kon- 
zentration ausgehend bis zur betiiubenden Grenzkonzentration zu ge- 
langen. Dieser Plan ist vor allem daran gescheitert, daB die Tiere 
durch die Vorbehandlung mit nicht betaéubenden Acetylenkonzentrationen 
eine schwer kontrollierbare Anderung ihrer Empfindlichkeit gegen das 
Gas erfahren. Aus diesem Grunde wurden die Miiuse von vornherein 
in eine héhere, konstant gehaltene Acetylenkonzentration gebracht; aus 
mehreren Versuchen, die an verschiedenen Tieren mit verschiedenen 
Acetylenkonzentrationen, aber unter sonst gleichen Bedingungen an- 
gestellt wurden, konnte die betiubende Grenzkonzentration ermittelt 
werden. Dieses Verfahren liefert zwar einen absoluten Wert fiir die 
Empfindlichkeit der Tiere gegen Acetylen, ist aber umstiindlich und sehr 
zeitraubend. In den meisten Versuchen wurde deshalb die Zeitdauer 
bis zum Eintritt der Betiubung als Ma der Empfindlichkeit gewihlt, 
indem ich ein Acetylen-Sauerstoffgemisch von bestimmter Zusammensetzung 
gleichzeitig auf 2 Miuse einwirken lieB, bei denen alle Versuchs- 
bedingungen bis auf die eine zu priifende gleich gehalten wurden; eine 
Vergleichung der Zeiten, die bei Versuchs- und Kontrolltier bis zum 
Kintritt der Betiiubung verstreicht, ermédglicht ein Urteil iiber den Einflub 
des gepriiften Faktors auf die Empfindlichkeit der Tiere gegen Acetylen. 

Als Zeitpunkt der ,,Betiiubung‘‘ wurde der Augenblick gewihlt, 
von dem ab die Tiere dauernd Riickenlage ertrugen. Um ihn genau 
feststellen zu kénnen, wurde von Zeit zu Zeit der Versuch gemacht, die 
Tiere durch Drehen der Gaskammern in Riickenlage zu bringen. Dabei 
wurden beide Gliser méglichst gleichzeitig gedreht, um die Versuchs- 
bedingungen gleichmiBig zu gestalten. Die Versuche wurden in der 
Regel nicht iiber 45 Minuten ausgedehnt; ist in dieser Zeit keine Be- 
tiubung eingetreten, dann gilt die angewendete Acetylenkonzentration 
als unterschwellig. 


Versuche. 


Von den zahlreichen denkbaren Faktoren, durch welche 
die Empfindlichkeit der Tiere gegen Acetylen bestimmt werden 
kann, wurden gepriift: Lebensalter, Geschlecht, Graviditit, 
Jahreszeit, Luftdruck, Temperatur, Verdauungsstadium (Hunger 
oder nach Nahrungsaufnahme), Menge und Art der auf- 
genommenen Nahrung. 


1. Verdauungsstadium. 


Bringt man in jede der Gaskammern eine Maus unmittelbar 
aus dem Stall, bei der man also nicht weib, wann sie zuletzt 
gefressen hat, und leitet dann ein Acetylen-Sauerstoffgemisch 
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durch, so findet man in der Regel — selbst wenn Tiere des. 
selben Geschlechts und etwa der gleichen GréBe verwendet 
werden —, daf die Zeit bis zum Eintritt der Betiubung bei 
beiden Tieren wesentlich verschieden ist. LiBt man die Tiere 
nun vollstiindig hungern — Wasser wurde gereicht —, dann 


zeigen sie bei erneuter Betiubung mit Acetylen ein auffillig & 


gleiches Verhalten: sie beginnen fast auf Bruchteile einer 
Minute genau sich zu putzen, lassen sich in Riickenlage 
bringen und erheben sich unter Umstiinden wieder. Kleine 
Unterschiede finden sich gelegentlich dann, wenn Konzentra- 
tionen von Acetylen gewiahlt werden, die der eben betiiubenden 
sehr nahe liegen. 

Folgende Tabelle (Tabelle I) gibt einen Uberblick iiber 
solche Versuche. 


Tabelle I. ~ 














~ ohne Vor- 
Ver- GQ Ge- | Tem- | behandlung venga 
xe- . : = 7 cea an ge raraee 
such | Maus ileteitl wicht | pera- a Pe Zeit , Acet- | Be- 
tur onz. | taubg. Konz | tiiubg, 
Nr. g °/o |n. Min.j}st.|Min.{ °/) |. Min. 
A 9 17,0 | 9 | 45 
228 | x {15,0 |180°| 50.9 | 9, |}17/ 0} 56,2 | 4: 
| | 
| 9 | Or 
g29 | “A $ | 160 Jizso] 532 | 75 fas/so] 551 | ™ 
B ret 18,0 | 4 | 3D 
249 | 4 2 | 18:0 Tisool 532 | 36 1 7] of sae | 1 
B 3 | 19,0 | 27 14 
| 
op? 
ona | 4 S| 18,0 | 90 50 4/50] 51,0 | — 
B 2 | 17,0 25 
255| 4 2 | 740 | 2400 | } 5i25] 508 | 2° 
B ot 20,0 19 
| | pe) 
o56 | 4 & | 22,0 | 99 90 | 6135] 48,8 | 7 
B g¢ | 23,0 1 21 
































Kin Blick auf die letzte Tabellenreihe ergibt, da8 einfach 
durch Hunger withrend 4!/,—171/, Stunden der Unterschied 
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Sin der Empfindlichkeit der Miuse gegen Acetylen aufgehoben 
erscheint, ferner dab 'Tiere im Hungerzustand weniger empfind- 
‘ich sind als nach Nahrungsaufnahme. Da die beiden Teile 
‘der Versuche stets mit verschiedener Acetylenkonzentration 
ausgefihrt wurden, kénnen natiirlich die Minutenzahlen nicht 
q ohne weiteres miteinander verglichen werden; beweisend sind 
aber die Versuche 228 und 229, in denen die Tiere im Hunger- 
-qustand durch héhere Acetylenkonzentrationen langsamer be- 
'tiubt wurden als vorher durch niedrigere. 


In weiteren Versuchen wurde die Frage gepriift, wie die 


Empfindlichkeit der Maiuse nach Nahrungsaufnahme ansteigt, 
-und wann sie ihren héchsten Wert erreicht. 


Zu diesem Zwecke erhielten Miiuse, die vorher 4—14 Stunden lang 


_gehungert hatten, eine auf 20mg genau gewogene Menge Hafer oder 
' Semmel vorgesetzt. 30 Minuten spiiter wurden die Tiere aus den Becher- 
_glisern, in denen die Fiitterung stattgefunden hatte, herausgenommen 
und nun teils sofort, teils nach Hungerperioden von verschiedener Dauer 
' der Wirkung des Acetylens ausgesetzt. Da jeweils 2 Miuse, die ver- 
' schieden lange Zeit gehungert hatten, gleichzeitig in den Versuch ge- 
/ nommen wurden, li8t sich aus der Zeit bis zum Eintritt der Betiubung 
ein Urteil iiber die Abhingigkeit der Empfindlichkeit von dem Ver- 
- dauungsstadium, d.h. der nach beendeter Nahrungsaufnahme ver- 
| strichenen Zeit, gewinnen. Wenn der Zeitpunkt, zu dem den Miusen 
| das Futter entzogen wird, als Ende der Nahrungsaufnahme bezeichnet 
j wird, so ist das ungenau, weil manche Miiuse gierig hauptsichlich in 
' den ersten Minuten, andere ziemlich gleichmiBig wihrend der ganzen 
' Futterzeit, andere endlich anfangs kaum und erst gegen Ende gut fressen. 
Da eine Verkiirzung der Futterzeit mit Riicksicht auf die letzte Gruppe 
: nicht durehfithrbar war, mu8 der Fehler in Kauf genommen werden; 
' er kommt naturgemiiB da besonders zum Ausdruck, wo der EinfluB kurzer 


Hungerperioden gepriift wurde, und erklirt das abweichende Ergebnis 


des Versuchs 196. Durch Riickwiigung des Futterrestes wurde die von 


dem Tiere aufgenomme Nahrungsmenge bestimmt und in mg/1 g Korper- 


' gewicht ausgedriickt in die folgende Tab. II aufgenommen, in der die 


Versuche dieser Reihe geordnet nach steigenden Hungerperioden auf- 
gefiihrt sind. 


Wenn man von Versuch 198 absieht, dessen abweichendes 
Ergebnis nicht erklirt werden kann — iiber Versuch 196 
s.0. —, so zeigt die Tabelle, wie die Empfindlichkeit der 
Tiere rasch ansteigt, +/, Stunde nach beendeter Nahrungs- 
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Tabelle LI. 








Versuch 
Nr 


192 


194 


195 


196 


193 


205 


bo 
— 
-1 


201 


209 


210 


206 


208 


200 





Geschlecht 
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Gewicht 


18,0 
21,6 
22,0 
19,3 
16,5 
21,4 
13,7 
16,4 
14,8 
15,5 
14,8 
13,7 
16,7 
25,0 
20,0 
16,0 
18,5 
21,0 
22,8 
18,0 
15,8 
15,3 
11,5 
18,5 
22.0 
21,4 
16,3 
13,5 
15,5 
16,5 
21,4 
11,3 


Versuchs- 
temperatur 








Nabrung 





Art 





Semmel 


Hafer 


Semmel 


Menge in 


— 
x ot 


16 


26 


dl 


mg/l g 
Kérpergew. | 





Acetylen- 
konzentr. 





Stdn. nach 


Nahrungs- 


aufnahme 





| 


Minuten 


Betiubung 


nach 
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Tabelle IL (Fortsetzung). 
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aufnahme ihren héchsten Wert erreicht, um dann im Verlauf 
der folgenden Stunden allmihlich abzusinken. Nach 4!/, Stunden 
ist sicher das Minimum der Empfindlichkeit und damit der 
konstante Wert des Hungerstadiums erreicht. 


2. Menge der aufgenommenen Nahrung. 


Daf die Menge der aufgenommenen Nahrung die Emp- 
findlichkeit gegen Acetylen beeinflussen kann, kommt in meinen 
Versuchen mehrfach zum Ausdruck. Nach Aufnahme einer 
gréBeren Nahrungsmenge scheinen unter sonst gleichen Be- 
dingungen die Tiere empfindlicher gegen das Gas zu werden. 
Da eine willkiirliche Beeinflussung des vorliegenden Faktors 
schwer durchzufiihren ist, habe ich nicht geniigend Material 
sammeln kénnen, um die Frage eingehend zu untersuchen. 


3. Art der Nahrung. 


Um den EinfluB der Art der Nahrung zu priifen, habe ich 
Versuche angestellt, in denen Mause nach eiweiBreicher (rohes 
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Kaninchenfleisch) mit solchen nach kohlehydratreicher Kosi | 
(Semmeln) gleichzeitig der Acetylenwirkung ausgesetzt wurden, | 
Diese Versuche sind vor allem daran gescheitert, daB die Tiere | 
das rohe Fleisch nur ungern fressen. Daher wurde die Frage, 
welchen Einflu8 die Hauptnihrstoffe auf die Empfindlichkeit 
haben, nicht weiter verfolgt; in mehreren Versuchsreihen wurde 
dagegen gepriift, ob Verinderungen in der Empfindlichkeit nach 
Zutuhr von Kostformen festzustellen sind, die im Stoffwechsel 
saure oder basische Endprodukte ergeben. 

Miuse wurden entweder nur kurze Zeit oder bis 4 Tage 
lang mit einem aus getrocknetem Fleisch, Fett und Mehl zv- 
sammengesetzten Nahrungsgemisch gefiittert, dem entweder als 
alkalibildender Bestandteil Natriumbicarbonat oder als siure- 
bildender Ammoniumchlorid in der Menge von 0,5°/, zu- 
gefiigt war. Auch in diesen Versuchen hat sich die ungleiche 
Nahrungsaufnahme durch die Tiere der beiden Gruppen als 
stérend erwiesen; von dem Nahrungsgemisch mit Salmiak 
wurde stets erheblich weniger gefressen als von dem bicarbonat- 
haltigen. Da nun aber die Tiere dieser Gruppe durchgehend 
empfindlicher gegen Acetylen waren, bei denen nach den Er- 
gebnissen des vorigen Abschnittes infolge der geringeren 
Futteraufnahme an sich eine verminderte Empfindlichkeit zu 
erwarten gewesen wire, so folgt daraus mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit, daB eine Verminderung des Blutalkalis, wie sic 
durch Salmiak hervorgerufen wird, die Acetylenbetiubung 
fordert. 








4, Zufuhr von Alkali oder Siure. 


Kin klareres Bild iiber den EinfluB von Alkali und Saure 
geben Versuche, in denen niichternen Miausen bestimmte 
Mengen von Ammoniumchlorid oder Natriumbicarbonat (in m,- 
und m/2-Lésung) nach dem Verfahren von B. Behrens?) mit der 
Schlundsonde verabfolgt wurden; die Kontrolltiere erhielten 
jeweils die entsprechende Menge Wasser. Nach einem Zeit- 
raum von 1/,—3 Stunden wurden die Tiere dann in die Gas- 
kammern gebracht und der Einwirkung eines Acetylen—Sauer- 
stoffgemisches unterworfen. Von einer gréferen Zahl durchaus 
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cleichsinnig verlaufener Versuche sind einige in der folgenden 
fab. IIL zusammengefaBt. 


Tabelle ILL. 
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Die Versuche zeigen ganz eindeutig, da Salmiak die 
Kmpfindlichkeit gegen Acetylen erhéht, Natriumbicarbonat sie 
nicht beeinfluBt. Die Bedeutung dieses Ergebnisses soll spiater 
im Zusammenhang erértert werden. Hier sei noch einmal hervor- 
cehoben, daB durch Art und Menge der aufgenommenen Nah- 
rung wie auch durch die Zeit, die seit Ende der Fiitterung 
verstrichen ist, erhebliche Schwankungen in der Reaktion der 
Tiere gegen Acetylen entstehen kénnen. Der ,,Nahrungsfaktor“ 
konnte bei der Priifung anderer Bedingungen in der Regel 
einfach dadurch ausgeschaltet werden, daB die Versuche an 
Hungertieren ausgefiihrt wurden. 


5. Lebensalter. 


Das Alter der Miuse hat nur einen beschrinkten EinfluB. 
Tiere mit einem Kérpergewicht von 13 und 25g reagieren 
unter sonst gleichen Bedingungen in derselben Weise auf Ace- 
tylen. Jiingere Tiere von nicht ganz 5 g Kérpergewicht, was 
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einem Alter von 2—3 Monaten entspricht, sind gegen Ace. 
tylen bedeutend empfindlicher: waihrend zur Betiéubung er. 
wachsener Tiere ein Gasgemisch von 57°/, Acetylen erforderlich 
war, wurden unter denselben Bedingungen jiingere schon mit 
45°/, betiubt. Bei Neugeborenen scheint die Empfindlichkeit 
noch gréBer zu sein, doch ist das Kriterium der eingetretenen 
Betéubung — Riickenlage — hier wenig brauchbar. 


6. Geschlecht, Graviditiit. 


Wie aus zahlreichen Versuchen, die zum Teil in den oben 
mitgeteilten Tabellen enthalten sind, hervorgeht, ist das Ge- 
schlecht der Tiere ohne EHinfluB auf die Empfindlichkeit. Da- 
gegen sind trichtige Weibchen der Acetylenbetiiubung be- 
sonders leicht zugiinglich, wenigstens in den letzten 2 bis 
3 Tagen vor dem Wurf. Die Tatsache erhellt aus den Ver- 
suchen der folgenden Tab. IV, bei denen je ein hochtrichtiges 
mit einem nicht triachtigen Weibchen — beide in niichternem 
Zustand — gleichzeitig der Kinwirkung von Acetylen ausgesetzt 
wurden. 





Tabelle IV. 
’ Acetylen-} Betiubung 
aiesiamee Maus konzentr. nach Bemerkungen 
Nr. 2 ‘ Minuten 
on ——— - — — Io ee - 
nicht traichtig 12 -— 
245 58,0 


am nichsten ‘Tage 
triichtig 3 Wurf von sechs le- 
benden Jungen 


nicht trichtig 15 oo 
244 53,7 2 Tage spiter Wurf 


trichtig 5 von vier lebenden 
Jungen 














7. Jahreszeit. 


Kin Einflu8 der Jahreszeit auf die Empfindlichkeit der 
Maus gegen Acetylen war in meinen Versuchen, die sich iiber 
etwas mehr als 1 Jahr erstrecken, nicht zu erkennen. Da 
aber gerade in den Monaten Marz und September, in denen 
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am ehesten als Folge von Verainderungen des Stoffwechsels 
solche der Acetylenempfindlichkeit vermutet werden kénnten, 
keine Versuche angestellt wurden, ist die Frage noch nicht 
endgiltig entschieden. 


8. Luftdruck. 


Wie zu erwarten war, lieB sich ein EinfluB der geringen 
Schwankungen des atmosphirischen Luftdruckes auf die Re- 
aktion der Mause gegen Acetylen nicht erkennen. 


9. Temperatur. 


Bei den Versuchen iiber den TemperatureinfluB wurden 
jeweils 2 Tiere, die seit mindestens 41/, Stunden keine Nahrung 
erhalten hatten, in die Gaskammern eingeschlossen. Die eine 
Kammer wurde in ein Wasserbad versenkt, das durch EKin- 
gabe von Eisstiicken oder Erwirmung mit einer Kohlenfaden- 
lampe auf der gewiinschten Temperatur gehalten wurde, die 
andere blieb in der Luft, hatte also die Temperatur des 
Raumes. Zunichst wurde 1/, Stunde lang ein Sauerstoffstrom 
durchgeleitet; dann erst begann die Zufuhr des Gasgemisches. 
Dabei wurde jeweils die betaiubende Grenzkonzentration be- 
stimmt, d. h. diejenige, bei der die Maus in 1/,—*/, Stunde 
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gerade in leichte Betiubung fallt. Das Ergebnis dieser Ver. 
suche wird durch vorstehende Kurve wiedergegeben, auf der 
neben den gerade betéubenden auch die eben zur Betiubung 
unzureichenden Konzentrationen aufgezeichnet sind. 

Die Empfindlichkeit der Tiere ist am geringsten bei einer 
Temperatur von 18° (Grenzkonzentration = 54,5°/,). Wurde 
die ‘Temperatur des Wasserbades erhéht, so stieg gleichzeitir 
die Empfindlichkeit der Tiere (Grenzkonzentration bei 21° 
= 50°/,, bei 279 = 49°), bei 32° = 43°/,. Ebenso wurde 
eine Erhéhung der Empfindlichkeit gesehen, und zwar in be. 
deutend stirkerem Mae, wenn die Temperatur erniedrigt 
wurde (Grenzkonzentration bei 18° = 36°/,, bei 8° = 32°), 
Die Streuung ist gering bei den niedrigsten und _ héchsten 
Wirmegraden, starker dagegen bei 18°, ein Umstand der viel- 
leicht damit in Zusammenhang gebracht werden kann, dab 
gerade bei dieser Temperatur die gré8ten Unterschiede in dem 
Grad der Muskeltitigkeit (Kérperruhe oder Bewegung) beob- 
achtet wurden. 

So ist es in 2 Versuchen mit je 2 Mausen nicht satiaiiitie bei 
dieser Temperatur (18,0 und 18,4°) mit einer Atmosphiire von 56,0 bzw. 
56,1°/, Acetylen innerhalb der Versuchszeit von 45 Minuten Betiubung 
zu erzielen. Da aber eine Reihe von Versuchen vorliegt, in denen Kon- 
zentrationen zwischen 54,5 und 56,0°/, volle betaéubende Wirkung hatten, 


wurde die niedrigste unter ihnen, 54,5°/,, als betiubende Grenzkonzen- 
tration fiir 18° gewiahlt. 


Auffallig war das Verhalten beim Erwachen aus der Be- 
taubung. Wahrend bei mittleren Temperaturen betiubte Miuse 
im allgemeinen nach dem Erwachen keine oder nur geringe 
Uberempfindlichkeit gegen taktile Reize zeigten, waren die bei 
32° betéubten sehr stark iiberempfindlich. Die bei 8° und 
13° betiiubten Tiere wiesen eine starke Herabsetzung der 
Atemfrequenz auf; das Erwachen dieser Tiere dauerte auch 
bedeutend linger und konnte durch Erwiirmen beschleunizt 
werden. 

Erorterung. 

Kin Uberblick iiber die mitgeteilten Versuche laBt erkennen, 
daB es mehrere Faktoren sind, durch welche die Empfindlich- 
keit der Mause gegen Acetylen bestimmt wird. Die gréfSten 
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| Ausschlage finden wir in den Temperaturversuchen, ein Mini- 


mum bei 18° (bet’ubende Grenzkonzentration 54,5°/,) und ein 


: Maximum sowohl bei 8° (32,0°%/,), als bei 32° (43,0°,,). 


A\sz6di') hat festgestellt, daB die Warmeregulation der weifen 


3 Maus unterhalb 19° versagt, da Unterkiihlung der Tiere und 


schlieBlich ein Zustand eintritt, der als Winterschlaf aufgefabt 
werden kann. DaB’B unter diesen Umstiinden, wo schon in 
atmospharischer Luft eine schlafartige Hemmung der Be- 
wegungen beobachtet wird, Acetylen besonders stark zu wirken 
scheint, darf uns nicht wunder nehmen; schwieriger ist es, eine 
Erklirung des oberen Maximums zu geben. Der ,,kritische 
Punkt, der Temperaturgrad, bei dem die Wirmeregulation 
versagt und Steigerung der Kérpertemperatur und des Stoff- 
umsatzes eintreten, scheint fiir die Maus nicht bestimmt zu 
sein. Nach Aszodi liegt er wahrscheinlich bei 30°, fiir Meer- 
schweinchen gibt ihn Rubner’*) bei 27—30° an. Sollte die 
Angabe fiir die Maus zutreffen, dann wire damit die gesteigerte 
Empfindlichkeit als die eines in seinem Stoffwechsel schwer 
vestérten Organismus zwar nicht erklart, aber doch dem Ver- 
stindnis niher gebracht. 

Auch die Zunahme der Empfindlichkeit nach dem Fressen 
kénnte zu der Stoffwechselsteigerung in Beziehung gesetzt 
werden. Wahrscheinlicher aber, namentlich im Hinblick auf 
die zeitlichen Verhiltnisse — Maximum der Empfindlichkeit 
schon 1/, Stunde nach der Nahrungsaufnahme — erscheint die 
Deutung, daB die Acidose im Stadium der Diinndarmverdauung 
das Tier fiir die Betiubung empfindlicher macht. Diese An- 
nahme findet eine gute Stiitze in den Versuchen mit Ammonium- 
chlorid, in denen iiberhaupt keine Nahrung gegeben wurde, und 
in der Tatsache der héheren Empfindlichkeit bei der physio- 
logischen Acidose, wie sie im Zustand der Graviditit vorliegt. 

Anhaltspunkte fiir einen weiteren Kinblick in den Mecha- 
nismus der Acetylenbetiiubung lassen sich aus meinen Ver- 
suchen vorliufig nicht gewinnen; eine schirfere Abgrenzung 
der Betaubung gegen die Narkose durch die Stoffe der Fett- 
reihe ist auch nicht zu erreichen, weil dort keine den meinigen 
entsprechende Untersuchungen vorzuliegen scheinen. 
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Zusammenfassung. 


Ks wird ein Verfahren angegeben, nach dem die Empfind. 
lichkeit weiBer Miéuse gegen Acetylen entweder durch Fest. 
stellung der betiiubenden Grenzkonzentration oder durch 
Messung der bis zum Eintritt der Betiubung verstreichenden 
Zeit schirfer als bisher bestimmt werden kann. 

Mit diesem Verfahren wird eine Reihe von Faktoren ge. 
priift, von denen eine Beeinflussung der Empfindlichkeit gegen 
Acetylen erwartet werden konnte. 

Dabei hat sich ergeben, daB die Empfindlichkeit dann 
wichst, wenn das Siaiure—Basengleichgewicht im Organismus 
nach der Seite der Acidose verschoben ist wie im Stadium 
der Diinndarmverdauung, in der Graviditit, nach Verfiitterung 
von Ammoniumchlorid. 

Hohe und namentlich niedrige AuBentemperaturen machen 
empfanglich fiir die Acetylenwirkung; das Minimum der Emp- 
findlichkeit liegt um 18°. 

Junge Tiere lassen sich leichter betiuben als erwachsene; 
das Geschlecht ist ohne EinfluB. 

Kine Anderung der Acetylenempfindlichkeit im Laufe des 
Jahres oder durch atmosphirische Luftdruckschwankungen 
konnte nicht beobachtet werden. 
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Bemerkung zu unseren Abhandlungen 
tiber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff. 
Von 
0. Schumm und A. Papendieck. 


3 (Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1924.) 


Vor kurzem wurde mitgeteilt, dab aus ,,sauerstofffreiem“ Blute 
durch wiBrige Salzsiure ein porphyrinartiger Farbstoff gewonnen werden 
kénne, der sich sowohl von H. Fischers Urinporphyrin und Kot- 
porphyrin als auch von Nenckis Hiimatoporphyrin und Hoppe-Seylers 
(aus Himatin und Schwefelsiure dargestelltem) Himatoporphyrin in 
mehrfacher Hinsicht unterscheide.') Bei der Beschreibung einiger 
wichtigerer, zur Kennzeichnung dieses ,,Porphyrins“ benutzten spektro- 
skopisch-chemischen Reaktionen wurde schon erwaéhnt, daB méglicher- 
weise wenigstens ein Teil der (durch die Behandlung des Reaktions- 
produkts mit Chloroform) gewonnenen Praparate nicht aus einem ein- 
heitlichen oder aber einem leicht veriinderlichen Kérper bestanden habe.’) 
So zeigten sich Unterschiede in der Léslichkeit in n/10-Kalilauge.*) Auch 
andere Beobachtungen konnten die Vermutung rechtfertigen, daB die 
Priparate teilweise aus einem Gemenge von freiem Porphyrin und seinem 
Ester (oder einem beziiglich der Liéslichkeitsverhaltnisse diesem 
iihnlichen Umwandlungsprodukte) bestinden. Nach der Darstellungsart des 
Farbstoffs erschien diese Deutung indessen keineswegs geniigend gesichert, 
zumal nach einem abweichenden Extraktionsverfahren (Alkalisieren mit 
Soda, danach Behandlung mit Essigsiure und Ather) Praparate gewonnen 
wurden, die den anderen doch recht ahnlich waren.*‘) 

Als der eine von uns (Sch.) zur Gewinnung eines durch Blut- 
bestandteile weniger verunreinigten ,,Rohporphyrins“ das Gemisch aus 
Blut und Salzsiiure zuniichst griindlich mit Ather, danach erschépfend 
mit Chloroform extrahierte und die einzelnen Chloroformausziige gesondert 
untersuchte, ergaben sich betriichtliche Abweichungen in der Beschaffen- 





'!)O.Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff, Diese 
Zs. Bd. 132, S. 60 (1924). 

*)O. Schumm, Spektroskopisch-chemische Reaktionen einiger 
Porphyrine und ihrer Methylester, Diese Zs. Bd. 186 (1924) im Druck. 

‘) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 136, (1924) im Druck. 

‘) 0. Schumm, Diese Zs. Bd. 132, S. 152 (1924). 








104 Schumm und Papendieck, Zu unseren Abhandlungen usw. 


heit der Fraktionen. Bei der Gewinnung der letzten Ausziige war die 
Chloroformschicht erst am nichsten Tage abgetrennt worden. Dabej 
ging betriichlich mehr Farbstoff in das Chloroform. Eine dieser Fraktionen 
ergab nach dem Waschen und Eindampfen bis auf ein kleines Volum 
beim Verdunsten einen Riickstand, lessen mittlerer Teil aus einheitlichen, 
dunkelvioletten, himinartig glitzernden Krystallen bestand, in n/10-Kali- 
lauge unléslich war, iibrigens die bekannten Porphyrinspektral. 
reaktionen etwa in der fiir das Veresterungsprodukt des_,,Rob- 
porphyrins“ angegebenen Weise gab.') Dagegen war der nicht krystalli- 
sierte Anteil dieser Fraktion in n/10-Kalilauge teilweise léslich. Die 
aus den ersten (nach kurzer Beriihrung mit dem Blut-HCl-Gemisch ab- 
getrennten) Cbhloroformausziigen gewonnenen Priparate waren zum grofen 
Teil in n/10-Kalilauge léslich. 

Da durch den geringen Alkoholgehalt des offizinellen Chloroforms 
die Méglichkeit einer teilweisen Veresterung gegeben ist, darf man auf 
die Gewinnung eines yon Estern freien Farbstoffs mit Sicherheit nu 
bei Benutzung zuvor sorgfiltig gereinigten Chloroforms rechnen. Zusatz 
von nur 1 Vol.°’/, Alkohol zu gereinigtem Chloroform beférdert den 
Ubergang von Farbstoff bedeutend?), besonders wenn man den Chloro- 
formauszug erst nach Stunden abtrennt. Auch bei einigen an trocknen 
reineren Farbstoffpriiparaten ausgefiihrten Versuchen zeigte besonders 
reines und von Alkohol befreites Chloroform geringeres Lésungsvermigen 
als das kiufliche, schwach alkoholhaltige. 

Die Gewinnung gréS8erer Mengen des ,, Rohporphyrins“ wird demnach 
durch Anwendung eines mit einigen Prozent Alkohol versetzten Chloro- 
forms wesentlich erleichtert. Das so gewonnene Rohprodukt liefert nach 
dem Verseifen und Umfallen aus n/10-Kalilauge ein geeignetes Ausgangs- 
material fiir die weitere Untersuchung. Genaue Angaben iiber die 
analytisch wichtigen Merkmale des gercinigten Farbstoffs enthilt die 
folgende Abhandlung. 

Ein Priiparat, das der Andere von uns (P.)*) nach einem etwas 
abgeinderten Verfahren aus mit Schwefelwasserstoff behandeltem Blut 
dargestellt, mit Methylalkohol verestert und durch mehrfaches Unm- 
krystallisieren gereinigt hatte, zeigte einen Schmelzpunkt von 221° (unkorr.) 
Bei einigen weiteren Priparaten wurden wiederholt etwas abweichende 
Schmelzpunktwerte gefunden. Wir priifen zur Zeit, ob die Abweichungen 
etwa dadurch mitbedingt sind, daB auch diese Priparate zum Teil mit 
dem offizinellen Chloroform hergestellt waren. 


1) Diese Zs. Bd. 136 (1924) im Druck. 

”) Wenn aus den Rohporphyrinpriiparaten ohne weiteres die 
Methylester dargestellt werden sollen, wird iithylalkoholhaltiges Chloro- 
form vermieden werden miissen. 

‘) A. Papendieck, Uber Porphyrine aus Blutfarbstoff, Diese Zs. 
Bd. 134, S. 158 (1924). 
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